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APA: aldoszterontermelő mellékvesekéreg-adenoma 
AUC: görbe alatti terület (Area Under the Curve)  
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C: citozin 
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfát 
cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav 
CGH: komparatív genom hibridizáció 
CPA: kortizoltermelő mellékvesekéreg-adenoma (Cushing-adenoma) 
CT: cycle threshold (cikluszám küszöb polimeráz láncreakcióban) 
dCT: normalizált cycle threshold (delta cycle threshold) 
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FDR: False Discovery Rate (hamis felismerési arány) 
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IL-1Rap: IL-1 receptor járulékos fehérje/IL-1 receptor accessory protein 
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MAPK: mitogén aktiválta protein kináz 
MEN1: multiplex endokrin neoplasia 1-es típusa 
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A gyakrabban használt génszimbólumok és fehérjenevek rövidítéseinek 
kifejtése: 
 
ACTH: adrenokortikotropin 
AKR1B1: aldo-keto reduktáz család 1/B1 
ALDH: aldehid-dehidrogenáz 
β2m: β2 mikroglobulin 
CDKN1C, 1B: cyclin-dependent kinase inhibitor 1C, 1B (ciklin-dependens kináz inhibitor 1C 
(p57kip2), 1B (p27kip1)) 
CCNB1, B2, D1, E: cyclin B1, B2, D1, E (ciklin B1, B2, D1, E) 
CDC2, 25A, 25B, 25C, 73: cell division cycle 2, 25A, 25B, 25C, 73 
CDK1, 2, 4: cyclin-dependent kinase 1, 2, 4 (ciklin-dependens kináz 1, 2, 4) 
C-MYC: v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 
CNTF: ciliáris neurotrofikus faktor 
CYP11A1: p450 oldallánchasító enzim 
CYP11B1: 11β-hidroxiláz 1 (kortizol-szintáz) 
CYP11B2: 11β-hidroxiláz 2 (aldoszteron-szintáz) 
CYP17: 17α-hidroxiláz/17-20 liáz 
CYP19: aromatáz 
CYP21B: 21-hidroxiláz 
DAO: diamin-oxidáz 
DHEA-ST: dehidroepiandroszteron szulfotranszferáz 
Egr-1: early growth response-1 – korai növekedési válasz 1 gén 
FGF: fibroblaszt növekedési faktor (fibroblast growth factor) 
FSH: follikulus stimuláló hormon 
GADD45γ: growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma/növekedés gátlás és DNS-
károsodás indukálta 45 gamma gén 
GAPDH: glicerinaldehid-3 foszfát dehidrogenáz 
GnRH: gonadotropin releasing hormon 
GR: glükokortikoidreceptor 
GSK-3: glikogén-szintáz kináz 3β 
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HDC: hisztidin-dekarboxiláz 
HIF1α, 2α: hypoxia-indukált faktor 1α, 2α (hypoxia inducible factor 1, 2 alpha subunit) 
HIF1AN: hypoxia-indukált faktor 1, alpha alegység inhibitor (hypoxia inducible factor 1, alpha 
subunit inhibitor) 
HNMT: hisztamin N-metil transzferáz 
HRH: hisztaminreceptor 
HSD3B1 és HSD3B2: 3β-hidroxiszteroid dehidrogenáz 1 és 2 izotípusa 
HSD11B1 és HSD11B2: 11β-hidroxiszteroid dehidrogenáz 1 és 2 
HSD17B1-3: 17β-hidroxiszteroid dehidrogenáz 1, 2 és 3 
IGF: inzulinszerű növekedési faktor (insulin like growth factor) 
IGF-1R: IGF-1 receptor (insulin-like growth factor 1 receptor) 
IGF-2: inzulinszerű növekedési faktor 2 (insulin-like growth factor 2 (somatomedin A)) 
IGFBP-2, 5: IGF-binding protein 2, 5 (IGF-kötő fehérje 2-es, 5-ös típus) 
IL-1RN: IL-1 receptor antagonista 
LH: luteinizáló hormon 
LIF: leukemia inhibiting factor/leukémia gátló faktor 
LXR: liver X receptor 
Max: myc-associated X gén 
MHC: fő hisztokompatibilitási komplex (major histocompatibility complex) 
MKP-1: MAPK phosphatase 1 – mitogén aktiválta protein kináz foszfatáz 1 
mTOR: mammalian target of rapamycin 
MTPN: myotrophin 
MYCN: v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived 
NF1: neurofibromin 1 
OSM: oncostatin M 
OSMRβ: oncostatin M receptor β 
PKA: protein kinase A, cAMP-dependent (cAMP-dependens protein kináz) 
PPARG: peroxiszóma proliferátor aktivátor receptor gamma 
PRKAR1A: cAMP-dependens protein-kináz RIα inhibitor alegységet kódoló gén 
pVHL: von Hippel-Lindau fehérje (von Hippel-Lindau tumor suppressor protein) 
RAR: Retinsav receptor 
RET: rearranged during transfection 
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RXR: retinoid X receptor; RXRA: RXR-alfa; RXRB: RXR-béta 
SDHB, C, D: szukcinát dehidrogenáz B, C, D alegységet kódoló gének (succinate 
dehydrogenase complex, subunit B, C, D iron sulfur) 
SDH5 (SDHAF2): succinate dehydrogenase complex assembly factor 2 
SRD5A1 és SRD5A2: szteroid 5α-reduktáz 1 és 2 
SRD5B1: szteroid 5β-reduktáz 
TGF-β: transzformáló növekedési faktor β 
TLR: Toll like receptor/Toll-szerű receptor 
TNF-α: tumor nekrózis faktor α 
TOP2A: topoizomeráz 2A (topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa) 
TP53: tumor protein p53 (p53) 
VEGF: vaszkuláris endotheliális növekedési faktor (vascular endothelial growth factor)  
VEGF-R: vaszkuláris endotheliális növekedési faktor receptor (vascular endothelial growth 
factor receptor) 
VHL: von Hippel-Lindau tumorszuppresszor gén (von Hippel-Lindau tumor suppressor) 
WNT: wingless-type MMTV integration site familyCDKN1C: ciklin-dependens kináz inhibitor 
1C 
XPO1: exportin 1 
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1. BEVEZETÉS 
1.1. Endokrin daganatok 
A daganatok patogenezise rendkívül összetett folyamat, amelyben számos endogén és 
környezeti tényező játszik szerepet. Érdeklődésem középpontjában az endokrin szervek 
daganatainak kutatása áll, azokon belül is elsősorban a mellékvese daganatai képezik 
kutatásaim fő tárgyát.  
A mellékvese daganatai gyakoriak és gyakoriságuk az életkorral emelkedik, 50 éves 
életkor felett akár a népesség 5-7 %-ában is előfordulhatnak [1]. Jelentős részüket más 
betegség gyanúja miatt végzett képalkotó vizsgálatok során véletlenül fedezik fel, ezeket 
incidentalomáknak hívjuk. A mellékvese-daganatok döntő többsége jóindulatú, 
hormonálisan inaktív mellékvesekéreg-adenoma. A hormontermelő mellékvesekéreg 
eredetű daganatok súlyos klinikai következményekkel (glükokortikoid túltermelés - Cushing 
szindróma, mineralokortikoidok túltermelés - primer aldosteronismus) társulnak. A 
mellékvesekéreg-carcinoma (ACC) ritka, rossz prognózisú daganat [2]. A mellékvese 
daganatainak 5-8 %-a phaeochromocytoma, amely katekolamintermelése következtében 
életveszélyes szövődményeket (stroke, myocardialis infarctus) okozhat. A kromaffin 
sejtekből kiinduló phaeochromocytomák döntő többsége (kb 80%) a mellékvesevelőben 
alakul ki, míg 20 %-uk mellékvesén kívüli (extraadrenális) elhelyezkedésű. Az extraadrenális 
phaeochromocytomákat más néven paragangliomáknak nevezzük [3, 4]. 
Az utóbbi évek vizsgálatai során számos tényezőre derült fény mind a 
mellékvesekéreg, mind a mellékvesevelő daganatok kialakulásának folyamataiban, azonban 
továbbra is távol állunk egy átfogó képtől. Az öröklődő, mellékvese-daganatokra hajlamosító 
daganatszindrómák tanulmányozása során több fontos, a sporadikus daganatokban is 
szereplő patogenetikai mechanizmust azonosítottak, azonban a mellékvese-daganatok döntő 
többségét kitevő sporadikus daganatok patogenezise csak kevéssé ismert [1, 5].  
Az MTA doktori értekezésem alapját képező munkák hangsúlyos részét képezik a 
mellékvese-daganatok mikroRNS expresszió mintázatának vizsgálatai. A génexpresszió 
poszttranszkripciós szabályozásának alapvető mechanizmusát képező RNS-interferencia 
endogén mediátorainak, a mikroRNS-ek kutatása a korszerű molekuláris biológiai vizsgálatok 
egyik legfontosabb irányát képviseli. A külön gének által kódolt, érett formájukban 20-24 
nukleotid hosszúságú mikroRNS-ek nagyon specifikusan képesek kötődni a hírvivő RNS-ek 
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(mRNS) 3’ nem kódoló végéhez és kötődésük nyomán azok fehérjévé íródását (transzláció) 
gátolják vagy lebontásukat eredményezik [6]. A mikroRNS-ek expressziós mintázata számos 
betegségben, így daganatokban is megváltozik. A mikroRNS mintázat eltérései a 
génexpressziós (mRNS) mintázatok vizsgálatához hasonlóan alkalmasak lehetnek a 
patogenezis tanulmányozására, daganatok osztályozására, a jó- és rosszindulatúságot jelző 
valamint és prognosztikus markerek azonosítására [7]. 
A mikroRNS-ek mellett a hírvivő RNS-ek (mRNS) expressziós mintázatait is 
tanulmányoztuk és fehérjeszintű vizsgálatokat is végeztünk.  
Munkáim során új génexpressziós (mRNS), mikroRNS és fehérjeszintű eltéréseket 
derítettünk fel korszerű molekuláris és bioinformatikai módszerek felhasználásával. A 
mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS expressziós mintázata terén elsőként, a 
phaeochromocytomák körében a világon az elsők között végeztünk vizsgálatokat. 
Mellékvesekéreg-daganatokban a világon elsőként végeztünk bioinformatikai 
metaanalízist. 
Míg a mellékvesekéreg-daganatok elenyésző része öröklődő, addig a 
mellékvesevelőből kiinduló phaeochromocytomák genetikája a sporadikus daganatok között 
kivételes, mivel a sporadikusan felismert phaeochromocytomák 25-30 %-a csírasejtes 
mutációk talaján alakul ki és öröklődő daganatszindróma képében jelentkezik (multiplex 
endokrin neoplasia 2-es típusa (MEN2), von Hippel-Lindau szindróma (VHL), 
neurofibromatosis 1-es típusa (NF1), öröklődő paraganglioma szindrómák) [3, 8]. Bár e 
daganatszindrómák klinikai képe jellegzetes, egyes esetekben egyedi klinikai fenotípussal 
társulnak, amelyek hátterében meghatározott mutációk állnak. 
Mind a mellékvesekéreg-daganatok, mind a phaeochromocytomák esetében komoly 
probléma, hogy a rosszindulatúság megállapítása szövettani vizsgálat alapján nehéz, sőt a 
phaeochromocytomák esetében nem is lehetséges. A phaeochromocytomák 
rosszindulatúságát kizárólag klinikai kritériumok, áttétek jelenlétében állíthatjuk fel [3, 4]. 
Áttétek azonban évekkel, akár évtizedekkel a primer daganat eltávolítása után is 
jelentkezhetnek. Bár intenzív kutatások folynak e téren, jelenleg nem ismert olyan 
szövettani, ill. molekuláris marker, ami alapján az eltávolított phaeochromocytoma dignitása 
megállapítható lenne. A rosszindulatú phaeochromocytomák gyógyszeres kezelése sem 
megoldott. Szintén nem ismert olyan marker, ami e daganatok recidiva hajlamát jelezné. 
Különösen nagy gyakorlati jelentősége lehet olyan molekuláris markerek azonosításának, 
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amelyek segítségével a mellékvesekéreg és mellékvesevelő daganatok rosszindulatú 
viselkedése biztonsággal jelezhető. 
A sebészi kezeléstől eltekintve a mellékvese-daganatok kezelésében konzervatív 
kezelési lehetőségeink igen korlátozottak, ami a molekuláris patogenezis kutatásának 
fontosságát és új gyógyszeres támadáspontok felderítésének szükségességét jelzi [9]. Mind a 
mellékvesekéreg-carcinoma, mind a malignus phaeochromocytoma gyógyszeres kezelése 
terén nagy igény lenne új, biztonságos és hatékony gyógyszerek kifejlesztésére. A 
patogenezis vizsgálata olyan utakat tárhat fel, amelyek potenciális gyógyszeres 
támadáspontokat is jelenthetnek. 
 
1.2. Immun-neuroendokrin kölcsönhatások 
Munkám másik fő irányát az immun és neuroendokrin rendszerek kölcsönhatásainak 
kutatása képezi. E két alapvető homeosztatikus rendszer számos szinten kapcsolódik 
egymáshoz. E kapcsolatok hátterében részben a két rendszer mediátorainak és ezek 
receptorainak kölcsönös kifejeződése áll. A neuroendokrin rendszer mediátorai, a hormonok 
ugyanis az immunrendszerben is termelődnek és az immunsejtek hormonreceptorokat is 
hordoznak, ill. az immunrendszer parakrin mediátorai, a citokinek a neuroendokrin sejtekre 
is hatnak, sőt a neuroendokrin rendszerben is termelődnek. E kölcsönhatásrendszer egyik 
legjobban ismert példája a hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg (HPA) rendszer, ahol 
a gyulladásos citokinek (tumor nekrózis faktor α (TNF-α), interleukin (IL)-1β, IL-6) hatására a 
rendszer aktiválódik és a mellékvesekéreg glükokortikoid termelése megindul [10-12]. A 
citokinek számos endokrin folyamatot befolyásolnak, így a reproduktív szabályozás több 
szintjét is [13], de e rendszer karmestereinek, a hypothalamikus GnRH-t (gonadotrop 
hormon releasing hormon) termelő neuronjainak kapcsolata a citokinrendszerrel 
vizsgálataimat megelőzően nem volt ismert.  
Az immunológiai és gyulladásos folyamatok a daganatok kialakulásában is fontos 
szerepet játszanak. Az endokrin daganatok és az immunfolyamatok kapcsolata az immun-
neuroendokrin kölcsönhatások érdekes kérdése, ami munkám két fő irányának 
kapcsolódását jelzi.  A hisztamin, amely a gyulladásos folyamatok egyik fő mediátora több 
daganat (pl. melanoma, emlőrák, vastagbélrák) patogenezisében szerepet játszik [14-16], 
azonban a mellékvesekéreg daganataiban betöltött jelentőségére vizsgálataink 
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szolgáltattak először adatokat. A mellékvesekéreg-daganatok bioinformatikai metaanalízise 
során is kimutattuk az immunológiai folyamatok jelentőségét. 
 
1.3. Módszertani jelentőség 
Az utóbbi évtized legjelentősebb metodikai előrelépései közé tartozik a nagy 
áteresztőképességű, bioinformatikai vizsgálatok kifejlesztése. E vizsgálatok révén 
lehetségessé vált a teljes genom génexpressziós vizsgálata, megállapítható, hogy mely 
gének fejeződnek ki és melyek nem egy adott szövetben (transzkriptomika, funkcionális 
genomika). A génexpressziós vizsgálatok metodikai hátterét a microarray (chip) metodika 
képezi. Lehetséges a kromoszómaeltérések bioinformatikai vizsgálata (komparatív genom 
hibridizáció (CGH)) is számos más alkalmazási lehetőség mellett *17].  
A génexpressziós microarray vizsgálatok egyik leghatékonyabb alkalmazási területe a 
daganatok kutatása. Adott szerv jó- és rosszindulatú daganatainak, rosszindulatú daganatok 
különböző stádiumainak összehasonlításával azonosíthatók a patogenetikai mechanizmusok, 
a daganatok elkülönítését lehetővé tévő molekuláris markerek, lehetséges a daganatok 
bioinformatikai alapú osztályozása, prognosztikus markerek felállítása. A génexpressziós 
vizsgálatok értékelésében komoly probléma, hogy a különböző munkacsoportok által adott 
daganattípuson végzett vizsgálatok eredményei között sokszor jelentősek a különbségek. 
Ennek hátterében a mintaválasztás különbségei, a microarray platformok, statisztikai 
módszerek eltérései szerepet játszanak. E probléma egyik megoldását a bioinformatikai 
vizsgálatok metaanalízise jelentheti, amelynek segítségével a különböző eredmények 
együttesen értelmezhetőek, közös patogenetikai utak azonosítása válhat lehetségessé. 
Mellékvesekéreg-daganatokban a világon elsőként végeztünk bioinformatikai 
metaanalízist.  
In silico genomikai vizsgálatok révén vizsgálhatók az eddig közölt génszekvenciák is 
genetikai variánsok, szekvenciapolimorfizmusok azonosítása céljából. A genetikai 
variánsokat számos betegségre vonatkozó hajlammal hozták már kapcsolatba [18]. In silico 
genomikai vizsgálataim során az endokrin daganatokra hajlamosító multiplex endokrin 
neoplasia gének, a szteroidhormonok bioszintézisében és lebomlásában szereplő enzimek 
génjei, a glükokortikoid hormonok hatását meghatározó glükokortikoidreceptor gén 
valamint a hisztamin bioszintézisében, hatásában és lebontásában szereplő gének 
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szekvenciavariánsainak azonosítására tettünk kísérletet. Elképzelhető, hogy e variánsok az 
endokrin daganatok kialakulását ill. immun-neuroendokrin kölcsönhatásokat is 
befolyásolhatják, azonban in silico azonosított variánsokról lévén szó, ezek igazolásához 
populációgenetikai, illetve kísérletes vizsgálatok szükségesek. 
A mikroRNS-ek biológiai hatásának felderítésében a legnagyobb problémát a cél 
mRNS-ek azonosítása jelenti. A mikroRNS mintázat eltéréseiből ugyanis nem tudunk 
közvetlenül következtetni a háttérben álló patomechanizmusokra, ehhez a célgének 
ismerete szükséges. A mikroRNS-ek potenciális célgénjeinek azonosításához a 
kutatócsoportok in silico predikciós algoritmusokat használnak (target predikció) [19]. Ezek 
azonban olyan nagy mennyiségű potenciális cél mRNS-t adnak ki, amelyek közül a 
biológiailag releváns mRNS-ek kiválasztása igen nehéz. E probléma megoldásaként egy új, 
párhuzamos mRNS expresszió meghatározáson alapuló, szövetspecifikus predikciós 
módszert dolgoztunk ki. 
 
A molekuláris biológiai szakirodalom általános problémája, hogy csak az angol 
szakkifejezések töredékének van használható magyar megfelelője. Az értekezésben 
megpróbáltam az angol szakkifejezések egy részét magyar szakszóval pótolni, de ez sajnos 
nem minden esetben volt lehetséges. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
2.1. Endokrin daganatok 
2.1.1. A mellékvesekéreg daganatai 
A mellékvesekéreg daganatai teszik ki a mellékvese sporadikus daganatainak döntő részét. A 
mellékvesekéreg daganatainak többsége hormonálisan inaktív jóindulatú daganat. A 
hormontermelő mellékvesekéreg-daganatok ritkák, de súlyos klinikai következményekkel 
járnak. A kortizoltúltermelés következtében kialakuló Cushing-szindrómát leggyakrabban 
elhízás, magas vérnyomás, cukorbetegség, csontritkulás, rossz sebgyógyulási hajlam, 
fokozott fertőzési fogékonyság jellemzi. Az aldoszteron túltermelése súlyos hypertoniát, 
hypokalaemiát okozhat és a szív-érrendszeri morbiditás és mortalitás számottevő 
növekedésével jár [20]. 
 A mellékvesekéreg-carcinoma (ACC) ritka daganat (incidencia: 0.5-2/millió/év). 
Prognózisa rossz, különösen az előrehaladott stádiumokban (invazív vagy áttétképző 
daganat, McFarlane III-IV stádium), ahol öt éves túlélése 35 % alatt van [2]. E daganatok 
körülbelül 50 %-a hormontermelő. Leggyakrabban kortizol, valamint androgén elválasztása 
fordul elő, utóbbi nőben hirsutismus, virilizáció megjelenését eredményezheti. A sebészi 
kezeléstől eltekintve, terápiás lehetőségeink korlátozottak. A mellékvesekéreg-carcinoma 
kemoterápiára kevéssé érzékeny, citosztatikus kezelésében elsősorban az etopozid, 
ciszplatin, doxorubicin és streptozotocin alkalmazásáról vannak adatok. Az adjuváns kezelés 
fontos részét képezi a per os szedhető mitotán. Bár már több mint 50 éve alkalmazzák a 
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében, a mitotán pontos hatásmechanizmusa nem ismert. 
A tumorágy besugárzása egyes adatok szerint a daganat kezelésében hasznos lehet, valamint 
a csontáttétek kezelésében is szóbajön, de összességében a daganat sugárkezelésre kevéssé 
érzékeny [2, 9]. 
 A daganatképződés mechanizmusainak tanulmányozása hozzásegíthet új, 
gyógyszeresen potenciálisan befolyásolható patogenetikai utak feltárásához.  
 A mellékvesekéreg-daganatok szövettani vizsgálata nagy gyakorlatot igényel. A 
malignitás megállapításában legelterjedtebben az ún. Weiss pontozási skálát használják, ami 
kilenc szövettani jellemzőt vesz figyelembe és így az összpontszám 0-9 között változhat. Míg 
az 1-es és 2-es pontszám a jóindulatúságra utal, 4 feletti pontszám rosszindulatúságot jelez. 
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A 3-as pontszám megítélése bizonytalan. E módszer meglehetősen szubjektív és különböző 
vizsgálók, sőt egyes tanulmányok szerint még ugyanazon vizsgálók különböző időpontban 
ugyanazon daganatokon tett megfigyelései között is jelentősek a különbségek [2, 21]. A 
Weiss pontozási skála mellett a gyakorlatban a Ki-67 proliferációs marker és a ciklin E 
immunhisztokémiai vizsgálatát alkalmazzák, de a rosszindulatúságot jelző értékeikről 
megoszlanak a vélemények [2, 22]. Tekintettel arra, hogy a rosszindulatúság megállapítása 
nehéz, nagy igény lenne új, a malignitást megbízhatóan jelző molekuláris markerek 
azonosítására.  
A nagy áteresztőképességű bioinformatikai vizsgálatok mind a patogenezis 
megismerésben, új biomarkerek és potenciális gyógyszeres támadáspontok azonosításában 
hasznosak lehetnek. 
 
2.1.1.1. A mellékvesekéreg-daganatok patogenezise 
Az utóbbi években a mellékvesekéreg-daganatok patogenezisében több fontos 
patomechanizmust azonosítottak. A legtöbb adat a mellékvesekéreg-carcinoma 
patogenezisére vonatkozik. E folyamatok megismerésében nagy jelentőségűek a ritka, 
monogénes, mellékvesekéreg-daganatra hajlamosító daganatszindrómák, mivel az ezekben 
szereplő kórfolyamatok többségét a sporadikus daganatokban is megtalálták. 
 A monogénes daganatszindrómák mind jó-, mind rosszindulatú mellékvesekéreg-
daganatok kialakulására hajlamosíthatnak. Elsősorban jóindulatú mellékvesekéreg-
daganatok kialakulására hajlamosít a multiplex endokrin neoplasia 1-es típusa (MEN1), a 
Carney-komplex és a McCune-Albright-szindróma, míg a Li-Fraumeni-szindróma, a 
Beckwith-Wiedemann-szindróma mellékvesekéreg-carcinomával társul [1, 5]. A familiáris 
adenomatosus polyposisban a mellékvesekéreg daganatai ritkák, és mind jó-, mind 
rosszindulatú daganat előfordulhat [5, 23]. A nem öröklődő McCune-Albright- szindróma 
kivételével e daganatszindrómák autoszomális domináns öröklésmenetet követnek. 
A MEN1 szindrómát hyperparathyreosis, az endokrin pancreas és a hypophysis 
daganatainak előfordulása jellemzi elsősorban, de az érintettek 25-40 %-ában 
mellékvesekéreg-daganatok is előfordulnak. A MEN1-ben előforduló mellékvesekéreg-
daganatok döntően jóindulatú, hormonálisan inaktív kéregadenomák [24]. Patogenezisében 
a MEN1 tumorszuppresszor gén mutációi meghatározóak. A MEN1 gén 10 exonból áll és a 
mutációk a génben bárhol előfordulhatnak. A MEN1 gén termékét menin fehérjének nevezik. 
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E fehérje többek között a sejtciklus szabályozásában fontos fehérjékkel és a transzformáló 
növekedési faktor béta (TGF-β) jelátvitel úttal áll kapcsolatban [25]. A MEN1 gén mutációi a 
rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatokban nagyon ritkák, ugyanakkor a MEN1 gént 
hordozó 11q13 kromoszómális régión az ép allél elvesztése (LOH, a heterozigócia elvesztése, 
loss of heterozygosity) a daganatok 90%-ában kimutatható [5]. Több tumorszuppresszor 
aktivitású gén esetén is megfigyelhető, hogy a gének szomatikus mutációi és az őket hordozó 
kromoszómarégiók heterozigóciájának elvesztése számos esetben nem mutat párhuzamot. E 
jelenség hátterében egyrészt az adott kromoszómarégión elhelyezkedő más gének, illetve 
epigenetikai szabályozó területek egyidejű elvesztése, illetve a kromoszómarégió vesztés 
sokkal drasztikusabb, több gént befolyásoló és a sejtműködést kifejezettebben megzavaró 
hatása játszhat szerepet. 
A rendkívül ritka Carney-komplex számos daganat kialakulására hajlamosít: agyalapi 
mirigy adenoma, pajzsmirigydaganat, hererák, pitvari myxoma stb. A mellékvesekéregben 
Cushing-szindrómát okozó primer pigmentált noduláris adrenális hyperplasia (PPNAD: 
primary pigmented nodular adrenal disease) fordul elő. A PPNAD a Cushing-szindróma ritka 
oka, azonban a Carney-komplexben észlelt leggyakoribb endokrin eltérés (az esetek kb. 25 
%-ban), ill. a PPNAD esetek jelentős részének hátterében Carney-komplex áll. Klinikailag a 
PPNAD-ra leginkább fiatal korban (30 éves kor alatt) jelentkező Cushing-szindróma 
kialakulása jellemző, amely általában ciklikus formában jelentkezik. Az esetek 45-65 %-ában 
a Carney-komplex hátterében a protein kináz A (PKA) RIα (PRKAR1A) alegységét kódoló gén 
mutációit azonosították. E gén a 17-es kromoszóma 17q22-24-es régiójában található. A PKA 
egy valamennyi sejtben előforduló szerin-treonin kináz, amely a sejtproliferáció és a 
kromoszómastabilitás szabályozásában meghatározó jelentőségű. A PKA a ciklikus adenozin 
monofoszfát (cAMP) szabályozása alatt áll *26, 27].  
A McCune-Albright-szindrómában ritkán Cushing-szindrómát okozó mellékvesekéreg-
adenoma és -hyperplasia fordul elő *28]. E betegség is a monogénes kórképek közé tartozik, 
hiszen hátterében a G-fehérjék alfa alegységét (Gsα) kódoló GNAS1 gén egyetlen kodonját 
(201-es) érintő mutációt írtak le. Bár monogénes, mégsem öröklődik, mivel a GNAS1 
csírasejtes mutációi az élettel összeegyeztethetlennek tűnnek. A McCune-Albright-
szindrómában előforduló, több szervet érintő eltéréseket (csontok, mellékvesekéreg 
agyalapi mirigy stb.) a gén embrionális stádiumban bekövetkező mutációival magyarázzák. A 
GNAS1 McCune-Albright-szindrómára jellemző mutációja a kódolt fehérje működését 
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serkentő (gain-of-function) hatású, ami az adenilát-cikláz hormonfüggetlen aktiválódását 
eredményezi a GTP-áz gátlása révén. Ennek következtében a cAMP intracelluláris 
koncentrációja megnő, ami több jelátviteli utat aktiválhat [28]. 
Mindezek alapján a döntően benignus mellékvesekéreg-daganatokra hajlamosító 
Carney-komplex és a McCune-Albright-szindróma patogenezisében is a PKA-cAMP jelátviteli 
út meghatározó szerepet játszik. Ezzel szemben a mellékvesekéreg-carcinoma kialakulásában 
az ACTH-adenilát-cikláz-cAMP jelátviteli út szerepe nem tűnik központi jelentőségűnek. 
Szomatikus PRKAR1A mutációt a mellékvesekéreg-adenomák 10%-ban mutattak ki, 
ugyanakkor carcinomákban nem találtak *29]. Ezzel szemben, a PRKAR1A-t hordozó 17q22-
24 kromoszomális régió heterozigócia vesztését (LOH) a mellékvesekéreg-carcinomák több 
mint 50%-ában figyelték meg [5+. Valószínű, hogy e jelenség hátterében a MEN1 szomatikus 
mutációi és a 11q13 kromoszómarégió fent említett diszkrepanciájához hasonlóan, itt sem 
maga a PRKAR1A, hanem az érintett kromoszómaterület más génjei vagy a szabályozás 
zavara állhatnak. 
Rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatokra hajlamosít a Li-Fraumeni-szindróma. E 
betegséget a mellékvesekéreg-carcinoma mellett emlőrák, leukémia és agydaganatok 
megjelenése jellemzi. Molekuláris patogenezisében a TP53 (tumor protein 53) gén mutációit 
mutatták ki. A TP53 a legtöbbet tanulmányozott gének közé tartozik, és az egyik 
legfontosabb tumorszuppresszor génként tartjuk számon, ami a sejtproliferáció 
szabályozásában és a DNS-károsodások felismerésében alapvető szerepet játszik. A Li-
Fraumeni-szindrómában előforduló TP53 mutációk többsége aminosavcserét eredményező, 
missense mutáció, a gén delécióját mindössze az érintett családok 10 %-ában mutatták ki 
[30]. A Li-Fraumeni-szindrómára jellemző csírasejtes TP53 mutációk szomatikus megfelelőit a 
felnőttkori, sporadikus mellékvesekéreg-carcinomák 25-30%-ában találták meg, elsősorban a 
nagyméretű, előrehaladott stádiumú daganatokban. E mutációk jelenléte a betegség 
rosszabb prognózisával, rövidebb túlélési idejével társul [31].  
A Beckwith-Wiedemann-szindróma ritka, újszülöttkori macrosomiával járó betegség. 
Jellemző eltérései közé tartoznak a macroglossia és hasfali eltérések (omphalokele, 
köldöksérv, rectus diastasis), a hemihyperplasia, visceromegalia, fül és vesefejlődési 
rendellenességek, neonatális hypoglycaemia, szájpadhasadék. A Beckwith-Wiedemann-
szindróma több gyermekkori daganatra, többek között mellékvesekéreg-carcinomára 
hajlamosíthat. Kialakulásának hátterében a 11p15 kromoszómarégió genomikus 
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imprintingjének zavara és ennek nyomán több gén megváltozott kifejeződése áll. 
Patogenezisében az inzulinszerű növekedési faktor 2 (IGF-2) fokozott, míg a H19 gén 
csökkent kifejeződése tűnik meghatározónak. Az IGF-2 növekedési faktor számos szervben, 
pl. a magzati mellékvesében trofikus hatást fejt ki [32]. Túltermelődése mind a Beckwith-
Wiedemann- szindrómára jellemző túlnövekedés, mind az ismétlődő hypoglycaemiás 
epizódok kialakulásában meghatározó lehet. A H19 egy fehérjét nem kódoló gén, melynek 
pontos funkciója nem ismert. Valószínű, hogy az IGF-2 kifejeződését is gátló mikroRNS-t, a 
miR-675-öt kódolja [33]. Beckwith-Wiedemann-szindrómában a sejtciklus szabályozásának 
negatív szabályozójaként ismert tumorszuppresszor hatású p57kip fehérjét kódoló CDKN1C 
(ciklin-dependens kináz inhibitor 1C) gén csökkent kifejeződését is kimutatták [34, 35]. 
A sporadikus rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatokban az IGF-2 fokozott 
expressziója a legkonzekvensebben észlelt génexpressziós eltérés. Az IGF-2 gén fokozott 
kifejeződése mind az egészséges mellékvesekéreg szövethez, mind a jóindulatú 
adenomákhoz képest kimutatható [36]. Az IGF-2 gént is hordozó 11p15 kromoszómarégiót 
érintő heterozigócia vesztést a mellékvesekéreg-carcinomák 67%-ában, míg az adenomák 
13%-ában írták le *1]. A mellékvesekéreg-carcinomában szenvedő betegekben az IGF-2 
fehérje szérumkoncentrációját is növekedettnek találták *37]. Az IGF-2 sejtosztódást 
serkentő hatását az IGF-1 receptoron keresztül fejti ki. Mellékvesekéreg-carcinomában az 
IGF-1R fokozott kifejeződését is leírták [38]. Az IGF-2 hatását számos kötőfehérje 
befolyásolja, és ezek között mellékvesekéreg-carcinomában az IGFBP-2 (IGF binding protein) 
növekedett szöveti expresszióját is kimutatták, sőt a kötőfehérje koncentrációjának 
növekedését rosszabb prognózissal is összefüggésbe hozták [37]. Az IGF-1 receptor 
jelátvitelét gátló kismolekulasúlyú hatóanyag, ill. ellenanyag a mellékvesekéreg-carcinoma 
kezelésében is hatékony lehet, ezek klinikai vizsgálatai jelenleg is folynak [9]. Az IGF-2 és Ki-
67 proliferációs marker együttes vizsgálatával a jó- és rosszindulatú mellékvesekéreg-
daganatok elkülöníthetőek lehetnek [39].  
Az elsősorban vastagbélpolyposisra és vastagbélrákra hajlamosító familiáris 
adenomatosus polyposis (FAP) ritkán mellékvesekéreg-daganatokkal is társulhat. E betegség 
patogenezisében az APC (adenomatosus polyposis coli) gén mutációit igazolták. Az APC 
fehérje a Wnt/β-katenin jelátviteli út szabályozásában vesz részt. Az APC a glikogén-szintáz 
kináz 3β (GSK-3) fehérjével alkot komplexet. A GSK-3 fehérje a β-katenin foszforilációja 
nyomán annak sejtmembránközeli elhelyezkedéshez vezet. A Wnt receptorához kötődése 
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nyomán az APC/GSK-3 komplex aktivitása csökken, ami a β-katenin foszforilációjának 
gátlásához vezet, és sejtmagba történő transzlokációját fokozza. A β-katenin több gén 
átírásának szabályozásában vesz részt. Az APC gén mutációi következtében e jelátviteli út a 
Wnt receptorhoz kötődése nélkül önállóan aktiválódhat és a sejtosztódás serkentésén 
keresztül számos daganat kialakulásában szerepet játszhat [40]. 
Sporadikus mellékvesekéreg-carcinomában is számos adat támasztja alá a Wnt/β-
katenin út jelentőségét. A jelátviteli út aktiválódására jellemző diffúz citoplazmatikus β-
katenin festődést e daganatok többségében leírták, ugyanakkor a β-katenin szomatikus 
mutációit csak a daganatok 25-35%-ában mutatták ki [41].  
 2009-es összefoglaló cikkükben Jérôme Bertherat és Xavier Bertagna *5+ a jó- és 
rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatok közös patogenetikai modelljének felállítására 
tettek kísérletet. Modellükben a Wnt/β-katenin út aktiválódása korai eltérésként, az IGF-2 
fokozott kifejeződése már a rosszindulatúság stádiumában, míg a TP53 mutációi kései 
eseményekként jelentkeznek. Vita tárgyát képezi azonban, hogy a mellékvesekéreg 
rosszindulatú daganatai a vastagbéldaganatok kialakulására (ép-polip-adenoma-carcinoma) 
jellemző jóindulatú stádiumokon keresztül alakulnak-e ki, vagy ettől függetlenül. E hipotézis 
ellen szól, hogy a vastagbél daganataival szemben a mellékvesekéreg rosszindulatú 
daganatainak gyakorisága a jóindulatú adenomákhoz képest messze alulmarad.  
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2.1.1.2.  A funkcionális genomikai/bioinformatikai vizsgálatok eredményei  
  mellékvesekéreg-daganatokban 
 
Az mRNS expressziót vizsgáló transzkriptomikai vizsgálatokban a jóindulatú adenomák és a 
mellékvesekéreg-carcinoma összehasonlításáról áll rendelkezésünkre a legtöbb adat. 
Legkonzekvensebb eltérésként az IGF-2 fokozott kifejeződését írták le mellékvesekéreg-
carcinomában, de e mellett számos a sejtciklus szabályozásában szerepet játszó fehérjét 
kódoló gén fokozott kifejeződését is kimutatták. Ezek közül kiemelhető a a DNS-replikáció 
folyamataiban alapvető jelentőségű topoizomeráz 2A (TOP2A) [36+. A topoizomeráz 2A a 
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében is alkalmazott citosztatikumok (pl. doxorubicin és 
etopozid) célfehérjéjeként is szerepel [42], sőt a rosszindulatúság markereként is 
felhasználható [36]. A sejtosztódás folyamataiban alapvető szerepet játszó több ciklin és 
ciklint szabályozó kináz gén eltérését is igazolták *43-46]. 
Tekintettel a mellékvesekéreg-daganatok szövettani vizsgálatának nehézségeire, a 
bioinformatikai vizsgálatok egyik elsődleges célja a rosszindulatúság markereként 
alkalmazható géncsoportok azonosítása. A rosszindulatú daganatokra jellemző 
génexpressziós eltérések között az IGF-2 és a sejtosztódás szabályozásában szereplő gének 
megnövekedett kifejeződése mellett több, a szteroidhormonok bioszintézisében fontos gén 
csökkent kifejeződését írták le a jóindulatú adenomákhoz képest [47]. Ezek közé tartozik a 
HSD3B (3-béta-hidroxiszteroid dehidrogenáz) és a szteroidhormon metabolizmusban 
szerepet játszó AKR1B1 (aldo-keto reduktáz család 1/B1) *44, 47, 48]. Érdekes megfigyelés, 
hogy a HSD3B és az AKR1B1 gének csökkent kifejeződését mind a magzati mellékvesekéreg, 
mind a felnőttkori mellékvesekéreg-carcinoma génexpressziós mintázatában azonosították 
[32]. A felnőttkori mellékvesekéreg-carcinomában és a magzati mellékvesekéregben 
megfigyelhető génexpresszió párhuzamai a mellékvesekéreg-carcinoma 
„dedifferenciálódását” jelezhetik. 
A microarray vizsgálatok további fontos eredménye a Wnt/β-katenin jelátviteli út 
fontosságát jelzik, ugyanis számos microarray vizsgálatban kimutatható az e jelátviteli út által 
befolyásolt gének megváltozott expressziója [43, 44, 47, 49, 50]. 
A funkcionális genomikai vizsgálatok másik fő alkalmazási lehetőségét a daganatok 
osztályozása képezi. Két nagy elemszámú vizsgálatban a mellékvesekéreg-carcinomán belül 
egy jobb és egy rosszabb prognózisú csoport felállítása volt lehetséges [43, 44]. Ennek nagy 
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gyakorlati lehetősége lehet a betegek kezelési stratégiájának megválasztásában, a gondozás 
kérdéseiben, és ezeken keresztül az egyénre szabott kezelés távlati céljának lehetővé 
tételében. A recidívamentes és a teljes túlélés génmarkereit is azonosították. E gének 
mindegyike a sejtciklus szabályozásában játszik szerepet [44]. 
 A további génexpressziós vizsgálatok közül kiemelendő de Fraipont és mtsai. [51] 
tanulmánya, amelyben egyedi tervezésű, gyulladásos és immunológiai folyamatokban 
szereplő génekre összpontosító microarray lemezeket használtak. Vizsgálták a 
mellékvesekéreg-carcinoma recidívájára jellemző génexpressziós eltéréseket és az erre 
jellemző gének között több immunológiai szempontból fontos fehérjét kódoló gént találtak 
(granzyme A, integrin2, interleukin-2 (IL-2) receptor γ lánc), ami az immunológiai 
folyamatok jelentőségét jelzi a mellékvesekéreg-carcinoma recidívájának folyamataiban 
[51]. Fernandez-Ranvier és mtsai. [45+ tanulmányában is több, immunológiai 
szabályozásban is fontos gén eltérését is igazolták mellékvesekéreg-carcinomában: így a 
HTR2B (szerotonin receptor 2B) fokozott, míg a az IL-13 receptorát kódoló IL13RA2 gén 
csökkent kifejeződését. Mindezen megfigyelések az immun-neuroendokrin kölcsönhatások 
fontosságát támasztják alá a mellékvesekéreg vonatkozásában is. 
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2.1.2. A mellékvesevelő daganatai (phaeochromocytoma) 
A kromaffin szövetből kiinduló phaeochromocytoma a szekunder, endokrin hypertonia ritka 
oka, az összes hypertonia kevesebb, mint 0,5 %-áért felelős. A phaeochromocytoma ritka 
daganat, incidenciája 1-20 beteg/millió fő/év [52, 53]. Ritkasága ellenére klinikai jelentősége 
mégis számottevő, mivel klinikai következményei súlyosak (súlyos hypertonia, myocardialis 
infarktus, stroke, hirtelen halál), másrészt az esszenciális hypertoniával szemben nemcsak 
kezelhető, hanem gyógyítható okát jelenti a magas vérnyomásnak. 
 Az utóbbi évek kutatásai számos új megfigyeléssel gazdagították a 
phaeochromocytomákról alkotott ismereteinket. A korábban érvényesnek tartott 10 %-os 
szabály (a phaeochromocytomák 10 %-a gyermekkori, 10 %-a bilaterális, 10 %-a öröklődő, 10 
%-a extraadrenális, 10 %-a malignus) jelenleg már több vonatkozásban sem tartható. Az 
egyik legjelentősebb változás az öröklődő daganatok gyakoriságát érinti. Újabb adatok 
szerint a phaeochromocytomák különleges daganatok, mivel a sporadikusnak tűnő 
daganatok 25-30 %-a csírasejtes mutációk talaján kialakult öröklődő daganatszindrómák 
talaján alakulnak ki. A legfontosabb phaeochromocytomára hajlamosító daganatok közé a 
multiplex endokrin neoplasia 2-es típusa (MEN2), a von Hippel-Lindau szindróma (VHL), a 
neurofibromatosis 1-es típusa (NF1) és az öröklődő paraganglioma szindrómák (PGL) 
tartoznak [8]. Nemrégiben újabb gének mutációit is azonosították phaeochromocytomában 
szenvedő betegekben: a TMEM127 gén *54], valamint a 2011. júliusában közölt Max gén 
(myc-associated X gén) *55+ mutációit, azonban ezekről még csak kevés adattal 
rendelkezünk. 
 A phaeochrocytomák többsége mellékvese kiindulású (adrenális), de 10-20 %-uk a 
szimpatikus és paraszimpatikus ganglionokból kiinduló extraadrenális forma, amelyeket más 
néven paragangliomaként ismerünk. A rosszindulatú formák gyakorisága különböző 
tanulmányokban eltérő, 5-26 % között változik [56]. Saját anyagunkban (SE ÁOK II. 
Belgyógyászati Klinika) a rosszindulatú phaeochromocytoma/paraganglioma nagyon ritka 
előfordulásúnak bizonyult (kb. 5 %). 
 A phaeochromocytomák rosszindulatúságát szövettani vizsgálattal nem lehet 
megállapítani, mivel nincsen olyan, a gyakorlatban megbízhatóan alkalmazható morfológiai 
paraméter, ami alapján a malignitás kórisméje egyértelműen felállítható lenne. Korábbi 
vizsgálatokban a nagy daganatméretet (> 5 cm), az ér- és tokinváziót, a tumor DNS 
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kópiaszám változásait (aneuploidia, tetraploidia), és számos különböző mRNS illetve fehérje 
(pl. neuropeptid-Y, inhibin/aktivin βB alegység, ciklooxigenáz-2, tenascin C, hősokk-fehérje 
90 (HSP90), vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGF), VEGF receptor 2 (VEGF-R2), 
hypoxia-indukált faktor 2α (HIF2α), N-kadherin és a humán telomeráz reverz transzkriptáz) -
expressziós eltéréseit tartották a rosszindulatúság jelének [56-62], azonban ezek egyike sem 
váltotta be a hozzá fűzött reményeket. A jelenlegi immunhisztokémiai gyakorlatban 
elsősorban a Ki-67 és az S-100 markereket alkalmazzák, de ezek megbízhatósága sem 
egyértelmű az eltérő értékelési szempontok miatt [63-65]. 
A WHO érvényes kritériumai szerint a phaeochromocytoma rosszindulatúságát csak 
áttétek jelenlétében mondhatjuk ki [4]. Áttétek azonban a primer daganat eltávolítása után 
évekkel, akár évtizedekkel később is jelentkezhetnek. Szintén nem ismert olyan paraméter, 
ami a phaeochromocytomák recidívahajlamát jelezné. Mivel a molekuláris (mRNS, 
mikroRNS) markerek már több szövettanilag nehezen vizsgálható daganatban hatékonynak 
bizonyultak a dignitás megállapításában, lehetséges, hogy a phaeochromocytomák körében 
is alkalmasak lennének e célra. 
 Phaeochromocytoma diagnózisa esetén a műtéti eltávolítás a választandó kezelési 
mód. Az áttétképző phaeochromocytomák kezelése nem megoldott, a daganatok szisztémás 
kemoterápiára és sugárkezelésre kevéssé érzékenyek [4, 56]. Új patogenetikai utak és ezen 
belül potenciális gyógyszeres támadáspontok azonosítása ezért komoly gyakorlati 
jelentőséggel bírhat. 
 
2.1.2.1. A phaeochromocytomák patogenezise 
Szemben a mellékvesekéreg-daganataival, ahol az öröklődő formák az összes daganat 
töredékéért felelősek, a phaeochromocytomák jelentékeny része (25-30 %-a) jól 
körülhatárolt örökletes daganatszindrómák talaján alakul ki [8]. Jelenlegi ismereteink szerint, 
a sporadikus phaeochromocytomák patogenezisében az öröklődő daganatszindrómákhoz 
hasonló kórfolyamatok játszanak szerepet. 
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2.1.2.1.1.  Phaeochromocytoma kialakulására hajlamosító öröklődő  
  betegségek  
 
2.1.2.1.1.1. A multiplex endokrin neoplasia 2-es típusa (MEN2) 
Az autoszomális domináns öröklődésű MEN2 szindrómát három alcsoportra bonthatjuk: 
MEN2A, MEN2B és a familiáris medulláris pajzsmirigyrák (FMTC). Prevalenciája 1:30000. 
Legfontosabb jellemzőjük a medulláris pajzsmirigyrák (medullary thyroid cancer, MTC), 
amely a pajzsmirigy kalcitonintermelő C-sejtjeiből kiinduló agresszív, áttétképző daganat. A 
medulláris pajzsmirigyrák penetranciája MEN2-ben a 100 %-ot közelíti, vagyis e rosszindulatú 
daganat szinte minden érintettben kialakul. Megelőzésének egyetlen módja a profilaktikus 
thyreoidectomia. MEN2A-ban e mellett az esetek 40-50%-ában phaeochromocytoma, 20-30 
%-ban primer hyperparathyreosis alakul ki. A MEN2B-re agresszív medulláris pajzsmirigyrák 
mellett 50 %-ban phaeochromocytoma valamint jellegzetes fenotípusos eltérések 
(mucocután neurinomák, intestinalis ganglioneuromatosis, cornealis idegek hypertrophiája 
stb.) jellemzőek. FMTC-ben kizárólag medulláris pajzsmirigyrák fordul elő [66]. 
A MEN2 kialakulása hátterében a RET (Rearranged on Transfection) receptor tirozin 
kinázt kódoló protoonkogén mutációi állnak. A RET gén 21 exonból áll, de ezek között a 
genetikai diagnózist nagyban megkönnyítő mutációs „tűzfészkek” (hotspot – a gének azon 
régiói, ahol mutációk gyakran fordulnak elő) ismertek. A mutációk döntő többsége MEN2A-
ban a 11-es, 10-es exonokat érinti, a MEN2B-re a 16-os (5 %-ban a 15-ös exon) mutációi 
jellemzőek, míg a 13-as, 14-es exonok mutációi főként az FMTC-ben ritkábban a MEN2A-ban 
fordulnak elő. MEN2B-re a 16-os exon mutációi jellemzők. A mutációk többsége 
pontmutáció és ezen belül elsősorban aminosav cserére vezető, a fehérje működését fokozó 
aktiváló hatású missense mutációk ismertek, amelyek legtöbbször a 634-es, ciszteint kódoló 
kodont érintik [67]. 
A MEN2-ben számos geno-fenotípus korreláció ismert. A medulláris pajzsmirigyrák 
agresszivitása a mutációk típusával áll összefüggésben és ezek alapján tervezhető a 
profilaktikus thyreoidectomia időpontja is. A MEN2-ben döntően a mellékvesében 
elhelyezkedő adrenalintermelő phaeochromocytomák fordulnak elő klasszikus klinikai 
tünetek kíséretében [66]. 
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2.1.2.1.1.2. von Hippel-Lindau szindróma (VHL) 
A VHL-szindróma legfontosabb megjelenési formái a retinális és kisagyi haemangioblastoma, 
a világossejtes veserák, a pancreas cystái és daganatai, epidydimis cysták valamint a 
phaeochromocytoma. Két fő csoportját annak alapján különítik el, hogy 
phaeochromocytomával társul-e vagy sem: VHL1-ben nincs phaeochromocytoma, míg a 
VHL2-ben előfordul. VHL2-t három altípusra bontjuk: a VHL2A-ban a veserák kockázata kicsi, 
míg VHL2B-ben nagy, a VHL2C-ben viszont csak phaeochromocytoma fordul elő. A VHL-ben 
előforduló phaeochromocytomák döntően a mellékvesében alakulnak ki és noradrenalint 
választanak el. Prevalenciája 1:36000 és az öröklődő daganatszindrómák többségéhez 
hasonlóan a VHL-szindróma is autoszomális domináns öröklésmenetet követ [3]. 
A VHL-szindróma hátterében a VHL tumorszuppresszor gén mutációit mutatták ki. A 
VHL gén három exonból áll, amelyben számos mutáció ismert, de mutációs tűzfészkeket és 
egyértelmű geno-fenotípus korrelációkat eddig nem írtak le. A VHL fehérje a hypoxia-
indukált faktor 1α (HIF-1α) lebontásában működik közre. Hypoxia esetén a HIF-1α 
aktiválódik és számos érképződésben fontos tényező (pl. vaszkuláris endoteliális növekedési 
faktor (VEGF)) kifejeződését serkenti. Normális oxigéntenzió esetén azonban a HIF-1α 
lebomlik és ebben a VHL-fehérjének elsődleges szerepe van. A VHL gén mutációi esetén ez a 
mechanizmus nem működik, a HIF-1α normoxia esetén is aktív marad és serkenti az 
érképződést. A VHL-szindrómában kialakuló daganatokra kifejezett érdússág jellemző, amire 
e molekuláris mechanizmus magyarázatul szolgálhat [68].  
 
2.1.2.1.1.3. A neurofibromatosis 1-es típusa (NF1) 
A neurofibromatosis 1-es típusa a leggyakoribb öröklődő daganatszindróma, amelynek 
prevalenciája 1:3.500 körül van. Jellemzői a tejeskávészínű (café-au-lait) foltok, 
neurofibromák, a szivárványhártya Lisch-nodulusai ill. számos daganat, amelyek között az 
idegrendszeri lokalizációjúak mellett phaeochromocytoma is előfordul [69]. A NF1 is 
autoszomális domináns öröklődésű, de diagnózisa a többi e fejezetben említett 
daganatszindrómától eltérően alapvetően nem genetikai, hanem klinikai vizsgálaton alapul. 
Ennek hátterében technikai okok állnak, mivel a NF1 hátterében álló NF1 gén az egyik 
legnagyobb méretű ismert gén (60 exon, 350 kb) és ezért ennek rutinszerű genetikai 
vizsgálata nehezen oldható meg. Az NF1 gén terméke a neurofibromin, ami a RAS jelátviteli 
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út gátlásában vesz részt és mutációi esetén ennek aktiválódása vezethet a daganatok 
megjelenésére [3, 4]. 
 
2.1.2.1.1.4. Öröklődő paraganglioma szindrómák (PGL1-4) 
Az öröklődő paraganglioma szindrómákat az utóbbi három évtizedben írták le. E 
betegségcsoport közös jellemzője, hogy az adrenális phaeochromocytomákon túlmenően 
mellékvesén kívüli elhelyezkedésű (extraadrenális) phaeochromocytoma (paraganglioma) 
kialakulására hajlamosítanak. Mivel öröklődő paraganglioma szindrómában szenvedő 
betegből eltávolított phaeochromocytoma mintát munkáimban nem tanulmányoztunk, e 
betegségeket csak röviden ismertetem. 
Négy paraganglioma szindrómát (PGL) ismerünk, amelyek közül a PGL-1 a 
leggyakoribb. A PGL-1-et döntően fej-nyak paragangliomák jellemzik, amelyek 
rosszindulatúsága ritka. A PGL-4-szindróma különlegessége, hogy rosszindulatú 
paragangliomák gyakran fordulnak elő: a PGL-4-ben észlelt daganatok 35% a malignus. A 
PGL-2 és PGL-3 nagyon ritka betegségek. E daganatszindrómák is autoszomális domináns 
öröklésmenetet követnek. A PGL-1 öröklődése azonban különleges, mivel a betegség anyai 
genomikai imprinting következtében csak akkor alakul ki, ha a hibás gént az apától öröklik 
[70]. 
A PGL-szindrómák hátterében az utóbbi évek kutatásai során a mitokondriális légzési 
lánc II-es komplexét alkotó, illetve azzal kapcsolatos fehérjéket kódoló gének mutációit 
mutatták ki. Ezek az első olyan daganatszindrómák, ill. olyan daganatok, amelyek egyetlen 
mitokondriális funkciójú fehérje eltéréseivel hozhatók kapcsolatba. A szukcinát dehidrogenáz 
(SDH) fehérje B, C és D alegységeit kódoló gének mutációi állnak a PGL-4 (SDHB), PGL-3 
(SDHC) és a PGL-1 (SDHD) hátterében. A PGL-2 hátterében nemrégiben azonosították a 
szintén a légzési lánchoz kapcsolódó SDHAF2 (SDH5) gén mutációit [71]. A mitokondriális II-
es komplex működési zavara a szukcinát-fumarát átalakulás elmaradásához és a szukcinát 
koncentráció következményes emelkedéséhez vezet. A szukcinát magas koncentrációban a 
HIF1α hidroxilálásában szerepet játszó prolil-hidroxiláz enzimet gátolja, és a hidroxiláció 
elmaradása következtében a HIF1α ellenállóvá válik a VHL fehérje lebontását elősegítő 
hatásával szemben [70]. Mindezek alapján a VHL-szindróma és a PGL-szindrómák 
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patomechanizmusa hasonló és mindkettőben a hypoxia/angiogenezis útvonal aktiválódása 
az elsődleges a daganatok kialakulásában.  
 
2.1.2.1.2. A génexpressziós vizsgálatok eredményei phaeochromocytomákban 
Az utóbbi években a phaeochromocytomák kutatása terén is több génexpressziót vizsgáló 
tanulmányt közöltek, amelyekben molekuláris markerek azonosítására és a patogenezis 
vizsgálatára tettek kísérletet. Az egyes tanulmányok között itt is jelentősek a különbségek, 
amiben a különböző csoportosítási szempontok, vizsgálati platformok és bioinformatika 
elemzés különbségei is közrejátszhatnak. 
Dahia és munkatársai 76 öröklődő (VHL, MEN2, NF1 és PGL) és sporadikus 
phaeochromocytoma génexpressziós mintázatát vizsgálták. A klaszter (cluster) elemzés 
során két fő csoportot különítettek el: az egyiket a VHL és SDHB/SDHD mutáció talaján 
kialakuló phaeochromocytomák, míg a másikat a MEN2 és NF1 talaján kialakult daganatok 
alkották [72]. A MEN2 csoporttal történő összehasonlítás során a VHL/PGL szindrómához 
társuló phaeochromocytoma mintákban a hypoxia-angiogenezis útvonalban szereplő gének 
fokozott kifejeződését figyelték meg. A génexpressziós és korábbi molekuláris vizsgálatok 
eredményei alapján az öröklődő phaeochromocytomák patogenezisében két alapvető 
patogenetikai út tűnik meghatározónak. A VHL és SDH mutációk talaján kialakuló 
phaeochromocytomák patogenezisében a HIF1α jelenti a funkcionális kapcsolatot a [72]. A 
MEN2 és NF1 mutációk talaján jelentkező phaeochromocytomák patomechanizmusának 
közös eleme a RAS jelátviteli útvonal túlműködése, ami a sejtosztódás serkentésén keresztül 
segítheti a daganatképződést (1. ábra). 
E tanulmány további fontos eredménye, hogy a sporadikus, nem öröklődő 
daganatszindrómák keretében kialakuló daganatok génexpressziós mintázata is az öröklődő 
phaeochromocytomák valamelyik csoportjához volt hasonló. Ez arra utalhat, hogy a 
sporadikus, nem csírasejtes mutációk talaján kialakult phaeochromocytomákban is az 
öröklődő daganatokhoz hasonló kórfolyamatok zajlanak [72]. 
 
               dc_206_11
30 
 
1. ábra: Az öröklődő phaeochromocytomák patogenezisében szerepet játszó két fő 
molekuláris mechanizmus. 
A VHL és SDH mutáció talaján kialakuló phaeochromocytomákra a HIF-1α megnövekedett 
aktivitása jellemző, aminek következtében fokozódik az érképződés és csökken az 
oxidoreduktáz aktivitás (A). MEN2 és NF1 talaján kialakuló phaeochromocytomákban a RAS 
jelátviteli útvonal túlműködése meghatározó (B). 
 
A hypoxia-angiogenezis útvonal számos tagjának (például VEGF, VEGFR-2, HIF-2α, 
ciklooxigenáz 1 és 2 (COX1, COX2), angiopoietin 2, mátrix metalloproteáz 1, tenascin C) 
mRNS expresszióját fokozott mértékűnek találták noradrenalin-termelő öröklődő (VHL) és 
sporadikus phaeochromocytomákban [73].  
Mivel a phaeochromocytomák rosszindulatúságát jelző megbízható szövettani 
illetve molekuláris marker nem ismert, a funkcionális genomikai vizsgálatok egyik fő célja a 
malignitást jelző molekuláris markerek azonosítása.  
Thouënnon és munkatársai egy körülbelül 100 génből álló készletet azonosítottak, 
amelyek segítségével el tudták elkülöníteni a sporadikus jó- és rosszindulatú 
phaeochromocytomákat *74]. Érdekes módon a vizsgált gének többsége (>80%) csökkent 
kifejeződést mutatott a rosszindulatú phaeochromocytomákban a jóindulatúakhoz képest. E 
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tendenciát más vizsgálatokban is [75, 76] észlelték. Ezek alapján a rosszindulatú 
phaeochromocytomákban is feltételeznek „dedifferenciálódási” folyamatokat [75].  
Rosszindulatú phaeochromocytomákban a sejtadhézióban résztvevő gének 
(asztrotaktin, plexin C1, okkludin) csökkent, valamint a γ-tubulin fokozott expresszióját írták 
le, ami a sejtosztódás zavaraihoz vezethet. Az immunrendszer és az endokrin daganatok 
kapcsolatának fontosságát jelezheti az a megfigyelés, hogy több citokin ill. citokinreceptor 
fokozott kifejeződését is leírták rosszindulatú phaeochromocytomákban (pl. granulocita-
makrofág kolónia-stimuláló faktor 2 (GM-CSF2) és az interleukin 2 (IL2) receptor γ-
alegység) [74, 77]. 
Fontos megemlíteni Suh és munkatársai vizsgálatát, ahol a szerzők hat, a jó- és 
rosszindulatú daganatok között szignifikánsan eltérő kifejeződést mutató gén 
felhasználásával a rosszindulatú phaeochromocytomák jelzésére alkalmas biomarker 
készletet azonosítottak. A genomikai eredmények bioinformatikai vizsgálatával (Gene Set 
Enrichment Analysis=GSEA, géncsoport dúsulási vizsgálat) több, a más daganatokban is 
fontos molekuláris útvonal (c-Myc és RAS aktiváció, sejtciklus eltérések, Notch-jelátvitel stb.) 
patogenetikai jelentőségére utalt [78]. 
Természetesen e néhány vizsgálat eredményei alapján messzemenő 
következtetéseket nem vonhatunk le. További, nagyobb elemszámú vizsgálatok szükségesek 
a biomarkerek gyakorlati alkalmazhatóságának vizsgálatára és a patogenezis ismeretlen 
aspektusainak feltárására. 
               dc_206_11
32 
2.2. A hisztamin 
A hisztamin egy biogén amin, amely számos alapvető élettani folyamat, így a sejtosztódás, 
differenciálódás, vérképzés, embrionális fejlődés szabályozásában fontos szerepet játszik. 
Kiemelkedő jelentősge van a gyulladásos-immunológiai-allergiás folyamatok és a központi 
idegrendszer működésének szabályozásában is *79, 80]. A hisztamin bioszintéziséért 
egyetlen enzim, a hisztidin-dekarboxiláz (HDC) felelős [80]. A HDC-hiányos génkiütött 
(knockout) egerekben hisztamin egyáltalán nem termelődik [81]. 
A hisztamin hatását négyféle receptoron keresztül fejti ki: a H1 receptor (HRH1) a 
túlérzékenységi reakciók kialakulásában, a H2 receptor (HRH2) a gyomorsav elválasztás 
szabályozásában bír meghatározó jelentőséggel. Mind a HRH1, mind a HRH2 szerepet játszik 
számos immunológiai folyamat szabályozásában is. A hisztamin H3 receptor (HRH3) 
elsősorban az idegi működések szabályozásában fontos, mivel az idegsejtek preszinaptikus 
membránjában mutatható ki. A legújabban felismert hisztaminreceptort in silico genomikai 
vizsgálatok során azonosították: a H4 receptor (HRH4) az immunsejtek vándorlásában és 
érésében, valamint a vérképzés folyamatainak szabályozásában tűnik fontosnak. A hisztamin 
valamennyi receptora G-fehérjékhez kapcsolt fehérje. E receptorok jelátvitelében a HRH1 
esetében a foszfolipáz C (PLC), míg a HRH2, HRH3 és HRH4 esetén ciklikus AMP (cAMP) 
koncentrációváltozásai a meghatározóak [79, 80]. 
A hisztamin lebontásáért két enzim felelős: a vérben a diamin-oxidáz (DAO), míg 
szövetekben a hisztamin-N-metiltranszferáz (HNMT) (2. ábra) [80]. 
A hisztamin és a citokinek között kiterjedt, kétirányú kapcsolatrendszer áll fenn. 
Összességében a hisztamin a Th1-Th2 egyensúlyt Th2 irányba tolja [79]. 
Számos adat szól a mellett, hogy a hisztamin a daganatképződés folyamatainak 
szabályozásában is szerepet játszik. Több daganatban írták le a hisztamin fokozott 
kifejeződését, így melanoma malignum [14+, emlő- [15] és vastagbélrák *16+ szövetekben. In 
vitro vizsgálatokban melanoma és emlő carcinoma sejtvonalakon a hisztamin 
koncentrációfüggően serkentette a sejtszaporodást [14, 15+. A melanoma malignum és 
emlőrák szövetek maguk is termelnek hisztamint, ami autokrin szabályozás lehetőségét veti 
fel [14, 15]. 
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2. ábra: A hisztamin hatásában és lebomlásában szereplő fehérjék és főbb folyamatok 
összefoglalása. PLC: foszfolipáz C, ADCY: adenilát cikláz, IP3: inozitol triszfoszfát, DAG: 
diacilglicerol 
 
Bár a mellékvese működésében számos tényező szerepéről rendelkezünk adatokkal, a 
hisztamin jelentősége a normális mellékvesekéreg működésében kevéssé ismert. A hisztamin 
és a mellékvesekéreg-daganatok kapcsolatáról vizsgálatunkig nem közöltek adatokat. 
 
2.2.1. A hisztamin és a mellékvese 
Még az 1920-as években írták le, hogy a hisztamin serkenti a katekolaminok elválasztását a 
mellékvesevelőből [82]. A hisztamin borjú kromaffin sejtekből a HRH1 receptoron keresztül 
vált ki katekolamin felszabadulást [83]. Tengerimalac mellékvesevelőben a HRH2 receptor 
jelenlétét is kimutatták [84], de a HRH3 és HRH4 kifejeződéséről nincsenek adatok [85]. 
A hisztamin jelenlétét kimutatták a patkány mellékvesevelő egyes 
noradrenalintermelő kromaffin sejtcsoportjaiban, ugyanakkor az idegrostokban, az 
adrenalintermelő kromaffin sejtekben és a mellékvesekéreg sejtjeiben nem volt kimutatható 
[86]. A hisztamin jelenlétét emberi mellékvesevelőben és phaeochromocytomákban is 
igazolták [87].  
A hisztamin mellékvesekéregre kifejtett hatását eddig néhány tanulmányban 
vizsgálták. E vizsgálatok eredményeiben számos eltérés látható, amiben szerepet játszhatnak 
a vizsgált fajok közötti különbségek is. Yoshida és mtsai izolált borjú mellékvesekéreg 
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tenyészeteken a hisztamin közvetlen hatásait nem tudták kimutatni, viszont kevert 
mellékvesekéreg-mellévesevelő tenyészetekhez adva a hisztamin közvetett módon, a 
katekolamin elválasztás serkentésén keresztül fokozta a kortizoltermelést [88]. Egy másik, 
humán mellékvesekéreg tenyészeten végzett vizsgálatban azonban a hisztamin gátolta a 
kortizol és aldoszteron elválasztását, ugyanakkor fokozta a dehidroepiandroszteron szulfát 
(DHEAS) termelését [89]. ACTH-val (adrenokortikotropin) együtt adva a hisztamin gátolta az 
ACTH kortizol- és aldoszterontermelést fokozó hatását [90]. Ezekben a hatásokban a HRH1 
szerepét tételezték fel. 
Vizsgálatainkat megelőzően nem voltak adatok arról, hogy az emberi 
mellékvesekéregben és a mellékvesekéreg-daganataiban a hisztamin termelésében, 
hatásában és lebomlásában szereplő gének és fehérjék kifejeződnek-e, valamint lehet-e 
kóroki szerepük. 
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2.3. Az immun-neuroendokrin kölcsönhatások főbb jellemzői 
A neuroendokrin rendszer immunrendszerre kifejtett hatásait már régóta ismerjük. A 
glükokortikoidokat már az 1950-es évek óta használják immunmediált kórképek kezelésére. 
Az utóbbi két évtizedben azonban e kölcsönhatások számos új aspektusát ismertük meg. 
Kiderült, hogy a neuroendokrin rendszer immunrendszeri hatásai mellett, az 
immunműködések is alapvetően befolyásolják a neuroendokrin rendszer működését. 
Mindezek alapján nem egy-, hanem kétirányú kapcsolat áll fenn e két alapvető 
homeosztatikus rendszer között [10]. 
E kölcsönhatások élettani alapja igen összetett, és egyik fő pillérét a két rendszer 
mediátorainak és ezek receptorainak kölcsönös kifejeződése képezi. Az immunsejteken 
számos hormon receptora mutatható ki. A legtöbb kísérleti adat a glükokortikoidok és 
katekolaminok immunológiai hatásairól ismert, de szinte valamennyi hormonról leírtak 
immunológiai hatásokat különböző kísérleti rendszerekben [91]. A hormonok alapvető 
immunológiai működési folyamatokat, így az antigénprezentációt, a lymphocyták 
aktivációját, közlekedését, hormontermelését és a citokinek elválasztását is szabályozzák. 
Sőt, a hormonok nemcsak befolyásolják az immunműködéseket, hanem az immunsejtek 
maguk is termelnek hormonmolekulákat. Mindazonáltal meg kell jegyezni, hogy bár 
felépítésüket tekintve az endokrin szervek és az immunsejtek által elválasztott hormonok 
megegyezőek, hatásmódjukat tekintve nem azok, mivel az endokrin szervek által elválasztott 
hormonok szisztémás (endokrin) hatásúak, az immunsejtek által termeltek viszont döntően 
helyi (parakrin vagy autokrin) úton hatnak. A rendszer bonyolultságát tovább fokozza, hogy 
az immunrendszeri mediátornak tekinthető citokinek is hatnak a neuroendokrin szövetekre, 
mivel azok kifejezik ezek receptorait, illetve maguk is termelnek citokineket. Egyes citokinek 
pl. az interleukin-6 (IL-6) hormonokra jellemző szisztémás koncentrációt is elérhetnek. 
Mindezek következtében a hormon-citokin megkülönböztetés elmosódni látszik. Az immun-
neuroendokrin kölcsönhatások további fontos pillérét képezik a nyirokszervek szimpatikus, 
paraszimpatikus és peptiderg beidegzése is. Az idegvégződésekből felszabaduló számos 
különböző mediátor az immunműködések rendkívül finom szabályozását teszi lehetővé [91]. 
Az immun-neuroendokrin kölcsönhatások legjobban ismert példája a hypothalamus-
hypophysis-mellékvesekéreg rendszer működése. E rendszerben a fertőzések, stresszhatások 
stb. hatására termelődő proinflammatorikus citokinek (tumor nekrózis faktor α (TNF-α), IL-
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1β és IL-6) a gyulladásos válasz beiindításának alapvető mediátorai, de egyúttal a 
hypothalamus és hypophysis sejtjeire hatva a CRH (kortikotrop releasing hormon) és az ACTH 
elválasztását is serkentik. Sőt a mellékvesekéreg sejtjeire is vannak közvetlen hatásaik. Az 
ACTH hatására serkentett mellékvesekéreg eredetű glükokortikoidok sokrétű hatásai révén e 
rendszer a gyulladásos válasz korlátozásában alapvető jelentőségű [11, 12]. 
A citokinek számos hatását írták le a hypothalamus-hypophysis-gonád rendszerben is 
elsősorban az agyalapi mirigy gonadotrop sejtjein és a gonádokban [13, 92-94]. 
 
2.3.1. A hypothalamikus GnRH-neuronok 
A hypothalamus GnRH-t (gonadotropine releasing hormone) termelő neuronjai a 
reproduktív rendszer „karmestereiként” a hypophysis LH (luteinizáló hormon) és FSH 
(follikulus stimuláló hormon) szekréciójának szabályozása révén irányítják a gonádok (here, 
petefészek) működését. 
 A GnRH-neuronok elszórtan helyezkednek el a hypothalamusban, patkányban 
számukat körülbelül 1200-1400-ra becsülik [95]. E sejtek az olfactorikus plakod területéről 
vándorolnak végső helyükre, a hypothalamusba [96]. Közvetlen vizsgálatukhoz sejtvonalak 
szükségesek, azonban az immortalizáció következtében a sejtvonalak tulajdonságai az 
eredeti sejtekétől eltérhetnek. A lausanne-i egyetemen kondicionális immortalizációs 
technikával előállítottak egy olyan GnRH sejtvonalat, ami az alkalmazott Tet-on rendszer 
következtében csak doxiciklin jelenlétében osztódik, míg annak hiányában a hypothalamikus 
GnRH-neuronokhoz nagyban hasonló fenotípust vesz fel *97, 98]. 
 A GnRH-neuronok működésére jellemző a pulzatilis hormonelválasztás, de ennek 
pontos molekuláris mechanizmusai még kevéssé ismertek. A GnRH-neuronok működését 
számos tényező befolyásolja. Az éhezés hatására csökkenő GnRH elválasztás 
szabályozásában leptin és neuropeptid Y (NPY) szerepe emelendő ki *99]. Több növekedési 
faktor, így a transzformáló növekedési faktor α és β (TGF-α és TGF-β), a fibroblaszt 
növekedési faktorok közé tartozó b-FGF és az IGF-1 hatásait is leírták a GnRH-neuronokon 
[95]. A reproduktív rendszer aktivitása fertőzések hatására is lecsökken, és ebben a citokinek 
szerepe is feltételezhető *92]. 
 Logikusnak tűnik az a feltételezés, hogy a citokinek a GnRH-neuronok működését is 
befolyásolhatják (3. ábra). Több kísérleti adat jelezte, hogy a proinflammatorikus citokinek 
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centrális hatásaik révén befolyásolhatják a GnRH elválasztását, azonban az eredményekben 
számos eltérés figyelhető meg, így egységes kép kialakítása nehéz. 
Gonadectomizált patkányokban az IL-1β, az IL-6 és a TNF-α intracerebrális adása 
nyomán csökkent a plazma LH koncentráció, azonban perifériás adásuk hatástalannak 
bizonyult [100+. Más vizsgálatokban azonban az IL-6 intracerebrális adása patkányokban nem 
befolyásolta a keringő LH koncentrációt [101, 102], ugyanakkor primer patkány 
hypothalamus tenyészetekben fokozta a GnRH elválasztását [103]. Nőstény patkányokban az 
IL-1β intracerebrális adása a keringő LH koncentráció csökkenéséhez és ennek nyomán az 
ösztruszciklus súlyos zavarához vezetett [104], ugyanakkor in vitro rendszerben az IL-1β 
serkentette a GnRH elválasztását [105]. A citokinek jelentőségének megértéséhez szükséges 
a hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokin receptor expressziós mintázatának 
ismerete, ezért munkámban ennek vizsgálatát tűztük ki célul. Elsőként vizsgáltuk egyes 
citokinek közvetlen hatását a hypothalamikus GnRH-neuronokon. 
 
3. ábra: A hypothalamus-hypophysis-gonád tengely és a citokinek lehetséges 
kapcsolatának sematikus ábrázolása 
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2.3.2. Az interleukin-1 (IL-1) és interleukin-6 (IL-6) citokinek családja 
A hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokinreceptor expressziós mintázatának 
vizsgálata során az IL-1 és IL-6 citokincsalád tagjaira összpontosítottam, mivel számos 
kísérleti eredmény támasztja alá e citokinek jelentőségét az immun-neuroendokrin 
kölcsönhatások szabályozásában [10, 91].  
 Az IL-1-et az 1980-as években írták le, mint számos immunológiai és gyulladásos 
folyamat szabályozásában szereplő fehérjét. Két formáját, az IL-1α-t és az IL-1β-t ismerjük, 
amelyek között az immun-neuroendokrin kölcsönhatásokban az utóbbi a fontosabb. Két 
receptora ismert: míg az IL-1R1 közvetíti az IL-1 hatásait, az IL-1R2 ligandkötése nem vezet 
jelátvitelhez, ezért ezt gátló hatású („decoy”) receptornak tartják. Az IL-1R1 jelátviteléhez 
szükséges egy második alegység, amit IL-1R járulékos fehérjének (IL-1Racp, IL-1R accessory 
protein) neveznek. Egy természetesen előforduló IL-1 antagonistát is ismerünk (IL-1RN), ami 
az IL-1 hatásának finom szabályozását jelzi. Az IL-1 receptorcsalád bővülésében nagy szerepe 
volt a Drosophilában felismert Toll fehérjéknek, mivel ezek aminosavszekvenciája nagyfokú 
homológiát mutatott az IL-1R1-gyel. Manapság IL-1R/TLR (Toll like receptor/Toll-szerű 
receptor) szupercsaládról beszélünk, ami az immunfolyamatok szabályozásában alapvető 
jelentőségű fehérjéket foglalja magába. A természetes immunválaszban a Toll-szerű 
receptorok rendkívül fontos szerepet töltenek be, a TLR4 például az endotoxin 
(lipopoliszacharid, LPS) felismerésében játszik szerepet. Az IL-1-hez hasonló citokinek közé 
tartozik az IL-18 és az újonnan felismert IL-33 is [106, 107]. 
 Az IL-6 citokincsaládba tartozik az IL-6 mellett a leukémia gátló faktor (LIF: leukemia 
inhibiting factor), a ciliáris neurotrofikus faktor (CNTF), oncostatin M (OSM), az interleukin-
11, cardiotrophin-1 (CT-1) és a cardiotrophin-szerű citokin (cardiotrophin-like cytokine, CLC) 
[108]. Immunfolyamatokat szabályozó hatásaik mellett, az IL-6 és a LIF fontos szerepet 
játszanak az immun-neuroendokrin kölcsönhatásokban is *109]. A LIF és CNTF az 
idegrendszer működésében is fontos szerepet játszik [110]. Transzgénikus egérmodellben a 
LIF túlzott kifejeződése a hypophysisben Cushing-szindrómát okozott *111]. E citokincsalád 
legújabban felismert tagja a CLF-1 (cytokine-like factor 1, citokinszerű faktor 1), amely a CLC-
vel képez heterodimert és elsősorban az idegi működések szabályozásában vesz részt. A CLF-
1 mutációit a rendkívül ritka, hideg-indukálta izzadás (cold-induced sweating) szindróma 
kialakulásával hozták összefüggésbe *112].  
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E citokinek közös jellemzője, hogy receptoraik több alegységből állnak, amelyek 
között mind ligandkötő, mind jelátvitelért felelős alegységek megtalálhatóak. A gp130 közös 
jelátviteli alegység valamennyi receptor felépítésében szerepel. Az IL-6, IL-11 és CNTF 
ligandkötő alegységeinek nincs jelátviteli funkciója, ugyanakkor a LIF és OSM ligandkötő 
alegysége egyben a jelátviteli folyamatokban is részt vesz. Emberben az OSM receptor két 
formája ismert, mivel az OSM a LIF receptorhoz is képes kötődni a ligandspecifikus OSMRβ 
mellett (4. ábra). A CLF-1/CLC heterodimernek nincs saját receptora, ez a CNTFRα, LIFRα és 
gp130 trimerhez kötődik *112]. E citokinek jelátviteli folyamataiban fontos szerepet játszik a 
JAK-STAT és a mitogén aktiválta protein kináz (MAPK) rendszer, de ezek mellett számos 
egyéb út is kimutatható [108]. 
 
 
4. ábra: Az interleukin-6 citokincsalád receptorainak sematikus felépítése. A gp130 közös 
jelátviteli alegység mellett ligandkötő alegységek építik fel a receptorokat. A ligandkötő 
alegységek között az IL-6 (IL-6Rα), IL-11 (IL-11Rα) és CNTF (CNTFRα) receptora nem szerepel 
a jelátvitelben, ugyanakkor a LIF (LIFRβ) és az OSM (OSMRβ) ligandkötő alegysége a 
jelátvitelben is részt vesz. 
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2.4. A mikroRNS-ek (miRNS, miR) 
Munkáim alapvető részét képezi a mikroRNS expresszió vizsgálata a mellékvese 
daganataiban. A mellékvesekéreg-daganatokban a világon elsőként, a 
phaeochromocytomákban az elsők között közöltünk mikroRNS expressziós adatokat.  
A mikroRNS-ek rövid, 20-24 nukleotid hosszúságú, fehérjét nem kódoló, egyszálú 
ribonukleinsav (RNS) molekulák, amelyek az RNS-interferencia endogén mediátorai. Az 
RNS-interferencia jelenségét először kívülről bejuttatott (exogén) kétszálú RNS-ek hatására 
jelentkező RNS-lebomlásként írták le [113]. Az exogén RNS-ekből ún. rövid interferáló (short 
interfering) RNS-ek (siRNS) képződnek, amelyek komplementer szekvenciájú cél mRNS-
eikhez kötődnek, és azokat rendkívül fajlagosan képesek gátolni. Az RNS interferencia a 
génexpresszió poszttranszkripciós szabályozásának egyik alapvető mechanizmusa. A későbbi 
vizsgálatok során megfigyelték, hogy az RNS-interferencia jelensége nemcsak exogén RNS-ek 
útján, hanem a genomban, külön gének által kódolt endogén mikroRNS-ek révén is létrejön 
[6].  
A mikroRNS-ek kifejeződése sejt- illetve szövetspecifikus [114]. Szabályozó hatásuk az 
ún. epigenetikai szabályozások körébe tartozik, mivel a gének kifejeződését a DNS 
megváltozása nélkül befolyásolják [6]. (Az epigenetikai szabályozás másik nagy területe a 
metilációs szabályozás [115]). 
 
2.4.1. A mikroRNS-ek génjei és képződésük folyamata 
MikroRNS-eket kódoló géneket számos faj, így az ember genomjában is azonosítottak. 
Emberben a 2011. áprilisi adatok alapján eddig összesen 1424 különböző érett mikroRNS 
létezését igazolták kísérletes úton (miRBase Release 17, www.mirbase.org). A mikroRNS 
gének jelentékeny része fehérjét kódoló gének intronjaiban valamint a genom eddig 
ismeretlen funkciójúnak, korábban részben szemét („junk”) DNS-nek tartott részében 
helyezkedik el [116, 117].  
A mikroRNS-ek szekvenciája különbözó fajok között nagyfokú konzerváltságot mutat 
és bioszintézisük fő lépései általánosnak tűnnek [116]. A mikroRNS-ek és a rövid interferáló 
RNS-ek érési folyamata számos pontot átfed egymással. Mindezek alapján a mikroRNS-ek és 
az RNS interferencia jelensége ősi molekuláris szabályozó mechanizmusnak tűnik. Az 
alábbiakban röviden ismertetem a mikroRNS-ek érési folyamatát. 
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A mikroRNS génekről először egy pri-mikroRNS molekula íródik át, amelyből a 
sejtmagban a Drosha komplex egy körülbelül 60-70 nukleotid hosszúságú, "hajtűkanyar" 
szerkezetű pre-mikroRNS molekulát szabadít fel [116, 118]. A pre-mikroRNS molekulák a 
sejtmagból aktív transzporttal jutnak a citoplazmába, ahol a Dicer enzim hasítja őket és 
kivágja belőlük a terminális hurkot. Az így keletkező mikroRNS duplex a mikroRNS indukálta 
csendesítő komplexbe (miRISC – miRNA induced silencing complex) épül be, ahol helikáz 
aktivitású enzimek hatására szétválik. Általában az 5'-3' irányú vezérszál stabilizálódik, míg a 
vele komplementer 3'-5' irányú szál (miRNS*) lebomlik. Az így megjelenő, miRISC-ben 
stabilizálódó, 20-24 nukleotid hosszúságú RNS molekulát nevezzük érett mikroRNS-nek 
[116, 119] (5. ábra).  
 
 
 
5. ábra: A mikroRNS-ek képződésének sematikus ábrázolása 
miRISC: miRNS indukálta csendesítő komplex; mRNS: hírvivő RNS; 3' UTR: 3' nem transzlálódó 
régió. 
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2.4.2. A mikroRNS-ek nevezéktana 
Az érett mikroRNS-eket a "miR-" előtag után feltüntetett sorszámmal különítjük el 
egymástól. A miR előtt feltüntetett hsa- előtag a mikroRNS humán eredetére utal. 
Előfordulhat, hogy ugyanazon mikroRNS-t egy fajon belül a genom különböző lókuszain 
elhelyezkedő több gén is kódol, és ezeket a mikroRNS sorszáma után kötőjellel feltüntetett 
újabb számmal különítik el (pl. miR-6-1, miR-6-2). Az egy-két nukleotidban különböző 
mikroRNS variánsokat betűjellel különítik el (pl.: miR-181a, miR-181b). Az is előfordul, hogy 
egyes mikroRNS prekurzorok mindkét száláról érett mikroRNS képződik. Amennyiben az 
egyik karról szintetizált mikroRNS túlsúlyban van, a kisebb mennyiségben képződő 
mikroRNS-t csillaggal jelölik. A prekurzor 5’ száláról kihasítódó mikroRNS-t a mikroRNS 
sorszáma utáni -5p, míg a 3’ szálról képződő mikroRNS esetén a -3p megjelölést alkalmazzák 
(pl.: miR-485-5p, miR-485-3p) [120]. 
 
2.4.3. A mikroRNS-ek hatásmódja 
A mikroRNS-ek hatásmódját nem ismerjük minden részletében. A mikroRNS-eket kötő 
kötőhelyek a cél mRNS molekulák 3’ UTR (nem transzlálódó – untranslated region) 
régiójában találhatók és egy mRNS-en általában több, akár több különböző mikroRNS 
kötésére is képes kötőhely fordul elő. [118]. A miRISC-ben kötött mikroRNS-ek e 
kötőhelyeket ismerik fel teljes vagy részleges komplementaritás fennállása esetén.  
Míg növényekben a mikroRNS-ek és cél mRNS-eik között általában teljes a 
komplementaritás, addig állatokban ez döntően csak részleges [118]. Bioinformatikai 
elemzések alapján a hírvivő RNS-ek kb. 30 %-át szabályozhatják mikroRNS-ek. E rendszer 
bonyolultságát jelzi, hogy egy mikroRNS molekula több száz komplementer cél mRNS-t is 
szabályozhat, ugyanakkor egy mRNS is számos mikroRNS célpontja lehet [121, 122]. 
Míg a mikroRNS-ek hatása növényekben elsősorban a cél mRNS lebomlásán keresztül 
valósul meg, addig állatokban és emberben mind a cél mRNS lebomlása, mind a transzláció 
gátlása előfordul. Korábbi vizsgálatok arra utaltak, hogy teljes komplementaritás esetén 
elsősorban a lebomlás, míg részleges komplementaritás esetén inkább a transzláció gátlása a 
jellemző hatásmód *6]. Az utóbbi években a transzkriptomot és proteomot párhuzamosan 
vizsgáló tanulmányok *123-125] eredményei alapján ez a felfogás revízióra szorul. Az mRNS-
ek és fehérjék kifejeződésének párhuzamos változásai alapján úgy tűnik, hogy a mikroRNS-ek 
               dc_206_11
43 
hatásában emlősökben is az mRNS-ek lebomlása az elsődleges, míg a transzláció gátlása csak 
másodlagos jelentőségű [124-126]. Ez a felismerés szolgált alapjául annak a módszernek, 
amit a mikroRNS-ek mRNS célpontjainak szövetspecifikus predikciójára dolgoztunk ki. 
 
2.4.4. A mikroRNS-ek élettani és kórélettani jelentősége 
Számos alapvető élettani folyamatban igazolták a mikroRNS-ek szerepét, így az 
egyedfejlődés, differenciálódás, programozott sejthalál, sejtosztódás, vérképzés 
szabályozásában, immunológiai és endokrin folyamatokban [127, 128]. Az egyedfejlődés 
folyamatainak vizsgálata vezetett arra a felismerésre, hogy mikroRNS-ek kifejeződése mind 
időben, mind térben változik, sőt szövetspecifikus eltéréseket is mutat. Hatásuk is 
szövetspecifikus, amelynek keretében ugyanaz a mikroRNS egyes szövetekben 
proapoptotikus, míg másokban antiapoptotikus hatást fejthet ki [129, 130]. 
A mikroRNS-ek endokrin működésben játszott szerepét jelzi a miR-375 hatása az 
inzulinszekréció szabályozásában. A miR-375 ugyanis a myotrophin (MTPN) gén mRNS-ének 
gátlása révén a glükóz indukálta inzulin exocitózist befolyásolja [131]. A miR-375 jelenlétét az 
agyalapi mirigyben is kimutatták, így felmerül annak lehetősége, hogy más peptidhormonok 
szekréciójának szabályozásában is szerepet játszhat *128, 132]. Egyes mikroRNS gének a 
vírusok genomjában is megtalálhatók, ami közrejátszhat a fertőzött sejtek ill. az 
immunológiai védekező mechanzimusok gátlásában [133].  
A mikroRNS-ek megváltozott kifejeződését számos betegségben leírták, többek 
között érelmeszesedés *134], diabetes mellitus [135], autoimmun betegségek [136, 137], és 
neurodegeneratív kórképek [138] esetében. A legtöbb kísérletes eredményt azonban a 
mikroRNS-ek daganatos betegségekben betöltött szerepéről közölték. 
 
2.4.5. A mikroRNS-ek daganatokban játszott szerepe 
Mivel a mikroRNS-ek célpontjai között számos tumorszuppresszor és protoonkogén 
funkciójú mRNS is szerepel, nem meglepő, hogy a mikroRNS-ek megváltozott kifejeződése a 
sejtosztódás és apoptózis egyensúlyának zavarához vezethet. A mikroRNS-eket kódoló gének 
körülbelül fele olyan sérülékeny kromoszómális régiókban helyezkedik el, amelyek eltéréseit 
(transzlokáció, deléció, amplifikáció) számos daganatban leírták [139]. 
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A mikroRNS-ek expressziós mintázatainak eltéréseit az utóbbi években számos szolid 
és vérképzőrendszeri daganatban vizsgálták. Több különböző leukémia és lymphoma esetén 
írtak le jellegzetes mintázatbeli eltéréseket, a diagnózist megkönnyítő és akár prognosztikai 
jelentőségű markereket [140, 141]. A szolid daganatok között a legtöbb tanulmányban tüdő, 
gyomor, vastagbél, máj, emlő, prosztata és központi idegrendszeri daganatok mikroRNS 
mintázatát vizsgálták [7, 140, 142]. Több endokrin szervből kiinduló daganat jellegzetes 
mikroRNS mintázatát is közölték már (agyalapi mirigy, pajzsmirigy, mellékpajzsmirigy, 
endokrin pancreas, petefészek) [143-148]. 
A daganatban megváltozott kifejeződést mutató mikroRNS-ek a tumorszuppresszor-
protoonkogén dichotómia alapján osztályozhatók. A fokozott kifejeződést mutató mikroRNS-
eket onkogén („onkomir”), míg a csökkent expressziójú mikroRNS-eket tumorszuppresszor 
hatásúnak tartják [114]. Fontos ismét jelezni, hogy a mikroRNS-ek szövetspecifikus 
hatásának következtében ugyanaz a mikroRNS egyik szövetben daganatképződést elősegítő 
onkogén, míg másikban tumorszuppresszor hatású is lehet [114]. A mikroRNS-ek utóbbi 
jellegzetessége a mikroRNS-ek befolyásolásán alapuló esetleges jövőbeli terápiás 
próbálkozásokat jelentősen nehezítheti. 
A mikroRNS-ek kifejeződésnek vizsgálata daganatokban nemcsak a patogenezis 
megismerése szempontjából fontos, hanem közvetlen gyakorlati lehetősége is lehet. A 
mikroRNS mintázat vizsgálatával olyan biomarkereket találhatunk, amelyek a jó- és 
rosszindulatú daganatok elkülönítésére alkalmasak lehetnek. Különösen olyan szervek 
daganatai esetében lehez ez nagy jelentőségű, ahol a jó- vagy rosszindulatúság megállapítása 
szövettani vizsgálattal nehéz. A pajzsmirigy follicularis adenomája és carcinomája például 
citologiai vizsgálattal nehezen különíthető el, ezért bizonytalan esetben a rosszindulatú 
daganat lehetősége miatt sokszor thyreoidectomiát végeznek *149]. Weber és mtsai (2006) 
négy olyan mikroRNS-t azonosítottak, amelyek felhasználásával ezek egymástól 
megbízhatóan elkülöníthetőek [145]. Papilláris pajzsmirigyrákra jellemző mikroRNS 
markereket is találtak, és ezek között érdemes megemlíteni, hogy a miR-221 fokozott 
kifejeződése nemcsak a daganatban, hanem az azt övező, szövettanilag épnek tűnő 
szövetben is kimutatható volt. Ez a megfigyelés arra utalhat, hogy a mikroRNS-ek 
megváltozott kifejeződése a daganatképződés korai eseménye lehet, ill. vizsgálatuk a 
daganatok felismerését már korai stádiumban lehetővé teheti [144]. Egyes daganatokban, 
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például tüdőrákban és krónikus lymphocytás leukémiában a mikroRNS-ek prognosztikus 
markerként történő felhasználása is szóbajön [150, 151].  
A mikroRNS-ek kifejeződésének mintázata a daganatok osztályozásában is segíthet. 
Mivel a mikroRNS-ekből jóval kevesebb van, mint mRNS-ekből és egy mikroRNS több mRNS-t 
is szabályozhat, a mikroRNS-ek segítségével kevesebb, jobban elkülönülő csoport felállítása 
lehetséges, mint az mRNS kifejeződésen alapuló transzkriptomikai vizsgálatok alapján [152].  
A mikroRNS-ek patogenetikai szerepének felismerése új terápiás célpontok 
azonosítását is lehetővé teheti. 
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2.5. Rövid módszertani kitekintő: a bioinformatikai vizsgálatok 
Az utóbbi évtized legjelentősebb előrelépései közé tartozik a nagy áteresztőképességű, 
bioinformatikai vizsgálatok mind szélesebb körű felhasználása. E vizsgálatok révén 
lehetségessé vált a teljes genom génexpressziós vizsgálata, megállapítható, hogy mely 
gének és milyen mértékben fejeződnek ki egy adott szövetben (transzkriptomika, 
funkcionális genomika). A génexpressziós vizsgálatok módszertani hátterét a microarray 
(chip) metodika képezi. Ennek során szilárd hordozóra (általában üveglemezre) visznek fel, 
ill. egyes eljárások során eleve azokon szintetizálják a vizsgálandó génekre specifikus 
próbákat, és a szövetmintákból izolált mRNS-ekből készített, fluoreszcens festékkel jelölt 
cDNS, vagy cRNS izolátumot a lemezhez hibridizáltatva vizsgálják a gének szöveti 
kifejeződését. A korszerű technikákkal az összes ismert mRNS-re sőt azok variánsaira 
specifikus próbákat hordozó lemezek is elérhetőek. A microarray vizsgálatok kvantitatív 
eredményt adnak a génexpressziós mintázatra vonatkozóan [17, 153]. 
Lehetséges a kromoszómaeltérések bioinformatikai vizsgálata (komparatív genom 
hibridizáció (CGH)) ill. fehérjék (proteomika) és a kis molekulasúlyú metabolitok 
(metabolomika) tanulmányozása is. A génexpressziós és a kromoszómális eltérések közötti 
összefüggések vizsgálata is lehetséges. Mind az élettani, mind a kórélettani folyamatok 
tanulmányozhatók segítségükkel, ami olyan mennyiségű adat megismerését teszi lehetővé, 
ami e vizsgálatok bevezetése előtt elképzelhetetlen volt. Az eredmények értékeléséhez 
speciális számítástechnikai módszerek kifejlesztése volt szükséges [17, 154]. 
A génexpressziós microarray vizsgálatok egyik leghatékonyabb alkalmazási területe a 
daganatok kutatása [155]. Adott szerv jó- és rosszindulatú daganatainak, rosszindulatú 
daganatok különböző stádiumainak összehasonlításával azonosíthatók a patogenetikai 
mechanizmusok, a daganatok elkülönítését lehetővé tévő molekuláris markerek, lehetséges 
a daganatok bioinformatikai alapú osztályozása, prognosztikus markerek felállítása. A 
génexpressziós vizsgálatok értékelésében komoly probléma, hogy a különböző 
munkacsoportok által adott daganattípuson végzett vizsgálatok eredményei között sokszor 
jelentősek a különbségek. Ennek hátterében a mintaválasztás különbségei, a microarray 
platformok, statisztikai módszerek eltérései szerepet játszanak. E probléma egyik 
megoldását a bioinformatikai vizsgálatok metaanalízise jelentheti, amelynek segítségével a 
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különböző eredmények együttesen értelmezhetőek, a különböző adathalmazokban közös 
patogenetikai utak azonosítása válhat lehetségessé.  
 
2.5.1. A szabadon elérhető microarray adatbázisok 
A génexpressziós vizsgálatok értékelhetőségét, a különböző tanulmányok eredményeinek 
összehasonlítását nagyban elősegítik azon adatbázisok, ahol a különböző munkacsoportok 
génexpressziós vizsgálatainak eredményeit szabadon elérhető formában tárolják. Az adatok 
felhasználásában fontos az egységes megjelenés, amit az ún. MIAME kritériumok (microarray 
vizsgálatokról minimálisan közlendő információ, Minimal Information About a Microarray 
Experiment) betartása fémjelez [156]). A MIAME kritériumokban fontos adatok közé 
tartoznak az eredeti nyers intenzitási („raw”) adatok, a nyers adatokból nyert végleges 
(normalizált) adatok, a minták típusára vonatkozó alapvető adatok (szövettani adatok, ismert 
mutációk, kezelések időtartama, körülményei stb.), a microarray metodika megnevezése, a 
génlisták és a módszerek leírása [156, 157]. Vizsgálatainkban a két leginkább elterjedt, 
MIAME követelményeknek megfelelő adatbázist használtuk: a National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) által üzemeltetett Gene Expression Omnibus (GEO, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) és a European Bioinformatics Institute (EBI) által 
működtetett ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk) adatbázisokat.  
 
2.5.2. Az mRNS microarray adatok statisztikai elemzése 
A génexpressziós microarray vizsgálatok eredményeinek statisztikai elemzése kritikus 
jelentőségű. Ennnek segítségével határozhatók meg azon gének listái, amelyek 
kifejeződésében a vizsgált csoportok között szignifikáns különbségek mutathatók ki. 
 Mivel a microarray vizsgálatokban több tízezer gén kifejeződésének egyidejű 
vizsgálata is lehetséges, ennek elemzése a klasszikus statisztikai módszerekkel nem 
kivitelezhető a hamisan pozitív eredmények nagy száma miatt. Szükséges szűrési feltételek 
bevezetése, amelyek révén a vizsgálatba vont génexpressziós változások száma 
csökkenthető. A szűrésre leginkább a kifejeződés mértékét használják („fold change filter”), 
amelynek során a legalább 1,5-2-szeres expressziós változásokat mutató géneket szokás 
kiválasztani. 
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A vizsgálati csoportok közötti szignifikáns génexpressziós vizsgálatokra két csoport 
vizsgálata esetén t-próbát, több csoport esetén egyutas varianciaanalízist (ANOVA) 
alkalmazunk. Amennyiben a csoportok több tulajdonság szerint osztályozhatók, kétutas 
ANOVA használata is lehetséges. A varianciaanalízis alkalmazása után, a csoportok közötti 
különbségek kimutatására post hoc teszt végzendő, amelyek közül a microarray vizsgálatok 
során elsősorban a Tukey-féle post hoc tesztet használjuk. Nagyszámú vizsgált tulajdonság 
esetén azonban szükség van szigorú korrekcióra az álpozitív esetek csökkentésére. A 
microarray vizsgálatok során erre az ún hamis felismerési arány (False Discovery Rate, FDR) 
meghatározása szükséges a Benjamini-Hochberg-féle többszörös összehasonlítási korrekció 
(multiple testing correction) módszerrel [154, 158].  
 
2.5.3.  Speciális bioinformatikai módszerek a microarray adatok további  
  elemzésére 
A génexpressziós adatok fent bemutatott statisztikai elemzése mellett microarray 
vizsgálataink során további bioinformatikai módszereket is alkalmaztunk, így a hálózat- és 
útvonalelemzést, valamint a Géncsoport Dúsulási vizsgálatot (Gene Set Enrichment Analysis, 
GSEA). E módszerek nem egy-egy gén patogenetikai szerepét vizsgálják, hanem a génlisták 
globális rendszerbiológiai szemléletű elemzését teszik lehetővé. 
 
2.5.3.1. Hálózat- és útvonalelemzés (Ingenuity Pathway Analysis (IPA)) 
A hálózat- és útvonalelemzés során a vizsgáló által bevitt génlistákat egy adatbázisra vetítik 
és ez alapján számítástechnikai megközelítéssel választhatók ki azon molekuláris hálózatok 
és útvonalak, amelyek az adott génlista eredményei alapján a szövetben megváltoztak, és így 
patogenetikai jelentőségűek lehetnek.  
A vizsgálatainkban alkalmazott IPA adatbázisában (Ingenuity Pathway Analysis 
Knowledge Base, Ingenuity Systems, www.ingenuity.com, Redwood City, USA) a génekről, 
fehérjékről elérhető szakirodalmi adatok lehető legteljesebb integrációjára törekednek, 
amelyek így alkalmasak lehetnek az informatikai elemzésre. Különösen a fehérje-fehérje 
kölcsönhatások, szinergista és antagonista hatások, génexpresszió szintű szabályozások 
bevonására helyezik a hangsúlyt. Az adatbázis egy hatalmas molekuláris hálózatot képez, 
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amiben gráfelméleti analógia alapján a hálózat csúcspontjait a fehérjék, a köztük lévő éleket 
pedig a kölcsönhatások jelentik. 
 A biológiai rendszerekre az ún. skálafüggetlen hálózatok előfordulása jellemző. A 
skálafüggetlenség azt jelenti, hogy a hálózat csúcsaihoz kapcsolódó élek számának 
(fokszámának) eloszlása egy hatványfüggvénnyel írható le. Minél több kapcsolat (él) jellemez 
egy adott csúcspontot, az annál fontosabb és elvesztése annál súlyosabb következménnyel 
jár a hálózat stabilitására nézve [159]. 
A molekuláris útvonalak olyan hálózatok, amelyekben az egyes gének és fehérjék 
közötti kapcsolatokat kísérletesen igazolták, így azok működési egységet képeznek. Ezen 
útvonalak közé tartoznak például az alapvető metabolikus folyamatok (glikolízis, 
glükoneogenezis, aminosavak képződése, koleszterin bioszintézis), jelátviteli útvonalak, a 
sejtciklus G1/S és G2/M átmenete és egyes betegségekre jellemző útvonalak is (pl. 
Alzheimer-kór).  
Az útvonalelemzés során az IPA algoritmus azt vizsgálja, hogy a felhasználó által 
megadott génlista milyen mértékben fed át az adatbázisban szereplő útvonalakkal. A 
második lépésben a szignifikancia meghatározásának megállapítása céljából annak 
lehetőségét elemzi, hogy az átfedés véletlenszerű kialakulásának mekkkora az esélye. 
Szignifikáns (p<0,05) átfedés esetén állítható, hogy a megadott génlista méretének 
függvényében az átfedés kialakulásának véletlenszerű megjelenése elhanyagolható. 
E módszerek révén úgy választhatók ki a biológiai jelentőségű útvonalak, hogy azokat 
a vizsgáló előfeltevései (prekoncepciói) nem befolyásolják. Így olyan útvonal is felismerésre 
kerülhet, ami szokatlannak, akár korábbi ismereteink alapján valószínűtlennek tűnik. A 
valószínűtlennek tűnő útvonalak között lehetnek éppenséggel azok, amelyek tudományos 
áttörés lehetőségét foglalhatják magukba. 
Fontos azonban hangsúlyozni, hogy a génexpressziós eredmények vizsgálata nem 
egyenértékű a patogenezis vizsgálatával, hiszen lényegében egy génexpressziós 
pillanatképet elemzünk, és nem lehetünk biztosak abban, hogy tényleg az okokat és nem a 
következményeket vizsgáljuk.  
 Az IPA módszer hátránya, hogy a génexpresszió mennyiségi változásait nem veszi 
figyelembe. Mivel génlisták közötti átfedéseket vizsgál, az expressziós változások iránya és 
mértéke csak az ábrázolás során kerül feltüntetésre. A bevitt génlisták ez által 
nagymértékben befolyásolják az elemzés kimenetelét. Ezen probléma kiküszöbölésére képes 
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a Géncsoport Dúsulás Vizsgálata (GSEA), amely segítségével a génexpressziós változások és 
génlisták közötti kapcsolatok közvetlen vizsgálata is lehetséges. 
 
2.5.3.2.  A Géncsoport Dúsulás Vizsgálata (Gene Set Enrichment Analysis  
  (GSEA))  
A Géncsoport Dúsulás Vizsgálata (GSEA) során a készítők által megadott, illetve a felhasználó 
által összeállított génlistákat hasonlíthatjuk össze az eredeti, nyers micrroarray adatokkal. A 
vizsgált génlisták lehetnek irodalmi adatok alapján közös működési egységet alkotó gének, 
transzkripciós faktorok által szabályozott gének, vagy egy kromoszómarégióban csoportosuló 
gének is. 
 A GSEA módszerét eredetileg a génexpressziós változások finom elemzésére 
fejlesztették ki. A 1,5-2-szeres génexpressziós változásokra alapuló szűrők alkalmazásával 
ugyanis elvesznek a kismértékű eltérések, amelyek azonban a biológiai szabályozásban 
szintén fontosak lehetnek. 
A GSEA első lépésében az algoritmus a géneket a szerint rangsorolja, hogy az eredeti 
microarray adatok alapján a két vizsgált csoport között milyen fokú expressziós változás 
mutatható ki. 1-es sorszámmal a legnagyobb expressziós növekedést, míg legnagyobb 
sorszámmal a legnagyobb expressziós csökkenést mutató gént jelöli. Második lépésében azt 
vizsgálja, hogy az adott génlistában a fokozott vagy csökkent expressziót mutató gének 
dúsulnak-e fel nagyobb számban *160]. 
 Vizsgálatainkban a GSEA-t két megközelítésben is használtuk: 1. a mikroRNS-ek 
szövetspecifikus cél mRNS (target) predikciója során a mikroRNS-ek expressziójával 
ellentétes irányban változó cél mRNS-ek kiválasztására (lásd. a következő szakasz); 2. a 
mellékvesekéreg-daganatok bioinformatikai metaanalízise során a GSEA génlistái közül a 
kromoszómális elhelyezkedés szerinti listákat használtuk a génexpressziós és kromoszomális 
változások korrelációja céljából. Amennyiben az adott génlistában a felül-, illetve 
alulexpresszált gének dúsulnak fel, akkor feltételezhető, hogy az adott kromoszómarégión 
kódolt gének egyirányú expressziós változásainak hátterében citogenetikai okok állhatnak. A 
kromoszómarégió vesztést az expressziós csökkenést mutató gének dúsulása, míg a 
kromoszómarégió nyerését az expressziós növekedést mutató gének halmozódása jellemzi 
[160]. Az eredmények még pontosabbá tehetők, ha nem irodalmi adatokat, hanem 
               dc_206_11
51 
ugyanazon mintákban végzett citogenetikai és génexpressziós vizsgálatok eredményeit 
elemezzük. 
 
2.5.4.  A mikroRNS-ek potenciális célmolekuláinak azonosítása  
  bioinformatikai módszerekkel 
 
A mikroRNS-ekkel foglalkozó vizsgálatok egyik legnagyobb kihívását a mikroRNS-ek biológiai 
hatásának felderítése, a potenciális mRNS célpontok azonosítása jelenti. Ezek meggyőző 
igazolása csak kísérletes úton lehetséges, amire egy vagy néhány mikroRNS-mRNS kapcsolat 
igazolására elsősorban a luciferáz aktivitás mérésén alapuló preMir transzfekciós módszerek 
[161, 162], míg nagyszámú kapcsolatra az újonnan kifejlesztett izotópjelzésen alapuló SILAC 
("stable isotope labeling with amino acids in cell culture") ill. pSILAC (pulzatilis SILAC) 
módszerek alkalmasak [124, 125]. E kísérletes módszerek azonban bonyolultak, kifejezetten 
költség- és időigényesek, ami alapján nem meglepő, hogy jelenleg csak az óriási számú 
feltételezett mikroRNS-mRNS kapcsolatoknak csak a töredékét igazolták kísérletes úton 
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase/) [163]. 
Az cél mRNS-ek (targetek) azonosítására elsősorban „in silico" módszereket 
alkalmaznak, ami információt nyújthat a mikroRNS-ek biológiai jelentőségéről, azonban 
ezeket biológiailag relevánsnak csak kísérletes validálásuk után fogadhatjuk el. 
A mikroRNS-mRNS kapcsolatok felderítésére különböző matematikai algoritmusokat 
fejlesztettek ki, amelyek segítségével teljes vagy részleges komplementaritást mutató, 
evolúciós szempontból különböző konzerváltsági fokú miRNS-kötő helyeket keresnek a teljes 
genomban. Az algoritmusok alapvető elemét képezi az mRNS-mikroRNS fizikai kapcsolatáért 
elsősorban felelős „mag” (seed) régió vizsgálata [116].  
Három algoritmust használnak leggyakrabban ezekben a vizsgálatokban: a 
TargetScant (www.targetscan.org) [121, 122, 164], a PicTart (www.pictar.org) [165, 166] és 
a korábban miRBase (www.mirbase.org), jelenleg MicroCosm néven ismert algoritmust 
(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/) [167-168]. Jelenleg nincs 
egyértelmű állásfoglalás arról, hogy ezen algoritmusok közül melyik a legjobb, vagyis melyik 
eredményei állnak legközelebb a biológiai valósághoz.  
A különböző módszerek eredményei egy adott mikroRNS-re vagy mRNS-re az 
adatbázisok és algoritmusok eltérései következtében jelentősen különbözhetnek. Mivel 
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eltérő mikroRNS készletet használnak, előfordulhat, hogy egy adott mikroRNS szekvenciát 
nem minden algoritmus vizsgál. Szintén különbözőek a vizsgált mRNS 3' UTR adatbázisok és 
az ezek jelzésére használt azonosítók is. Az azonosítók különbözősége nagymértékben 
nehezíti a cél mRNS listák összehasonlítását.  
 E predikciós algoritmusok eredményei csak bioinformatikailag valószínűsített 
célmolekuláknak tekinthetők, melyek biológiai relevanciája nem egyértelmű. Több kísérleti 
eredmény szól arról, hogy a legvalószínűbbnek kiadott kapcsolatokat nem sikerül igazolni, 
sőt olyan is ismert, hogy pont olyat igazoltak, amit a predikciós algoritmusok nem mutattak 
ki [169]. Komoly probléma az is, hogy az algoritmusok egy adott mikroRNS-re több száz, 
sokszor több ezer potenciális mRNS célpontot adnak ki, amelyek közül a biológiailag releváns 
mRNS-ek kiválasztása nehéz. 
 
2.5.5. Szekvenciavariánsok in silico azonosítása 
Napjainkra a nyilvánosan elérhető adatbázisokban óriási mennyiségű szekvenálási eredmény 
vált elérhetővé. Ebben a Humán Genom Projekt eredményessége is szerepet játszik és a 
nagy áteresztőképességű szekvenálási módszerek elterjedésével a szekvenciaadatok további 
számottevő bővülése várható.  
A genom variabilitásának meghatározó elemeit alkotják az egyetlen nukleotidot 
érintő polimorfizmusok (SNP: single nucleotide polymorphism), amelyek minden 1000., sőt 
újabb adatok szerint akár minden 200-300. bázispárt is érinthetik [155, 170]. A 3,2 milliárd 
bázispárból felépülő humán DNS-ben ez elképesztő variabilitást eredményezhet, és e 
polimorfizmusokat összefüggésbe hozták számos betegségre vonatkozó hajlammal és a 
gyógyszerek hatásában megfigyelhető egyének közötti különbségekkel [171, 172]. 
A számos közölt szekvencia in silico vizsgálatával szekvenciavariánsok azonosítása is 
lehetségessé vált. Mivel a polimorfizmus definíciójában annak populációs gyakorisága 
meghatározó jelentőségű (polimorfizmusról 1% feletti populációs gyakoriság esetén 
beszélhetünk [173]) és az in silico vizsgálatok során e gyakorisági adatok nem állnak 
rendelkezésre, célszerűnek tartom az in silico azonosított szekvenciaeltérések megjelölésére 
a szekvenciavariáns megjelölést. 
 Korábbi munkáimban in silico megközelítéssel vizsgáltam a multiplex endokrin 
neoplázia 1-es és 2-es típusáért felelős gének (MEN1 gén és RET), a hisztamin bioszintézis, 
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hatás és lebomlásért felelős fehérjék, a glükokortikoidreceptorok és a szteroidhormon 
bioszintézis és metabolizmus enzimeit kódoló gének szekvenciavariánsait. Ennek során a 
gének ismert, vad típusú szekvenciáit a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) program segítségével vetettem össze nyilvános adatbázisban 
elérhető szekvenciákkal [174]. 
 E módszer révén számos már leírásra került, és ezek mellett több ismeretlen 
szekvenciavariánst sikerült azonosítani. E megközelítés komoly hátránya, hogy a molekuláris 
biológiai módszerek hibái (pl. polimeráz láncreakció során keletkező nukleotid párosodás 
zavarok, szekvenálási hibák) szekvenciavariánsként tűnnek fel és így lehetséges, hogy az in 
silico azonosított variánsok egy része nem valós, csak műterméket jelez [175]. Az in silico 
szekvenciavariáns keresés során azonosított variánsok kísérletes és populációgenetikai 
megerősítése szükséges. Az in silico szekvenciavariáns keresés jelentősége napjainkra már 
csökkent, mivel rendelkezésre állnak a nagy áteresztőképességű SNP azonosításra alkalmas 
molekuláris biológiai/bioinformatikai módszerek, amelyek segítségével az SNP-k nagy 
számban közvetlenül vizsgálhatók a biológiai mintákban. A genom nehezen vizsgálható 
(leginkább kópiaszám változásokat tartalmazó) részeiben létjogosultsága azonban máig 
megtartott. 
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3. CÉLKITŰZÉSEK 
1. A mikroRNS expressziós mintázat vizsgálata a mellékvesekéreg-daganataiban, a jó- és 
rosszindulatú daganatok elkülönítését lehetővé tévő mikroRNS markerek azonosítása 
céljából. 
2. A mikroRNS-ek potenciális cél mRNS-einek azonosítására használható új 
bioinformatikai módszer kidolgozása párhuzamos teljes genom expressziós vizsgálat 
felhasználásával.  
3. A phaeochromocytomák mikroRNS expressziós mintázatának vizsgálata, a daganatok 
recidiváját jelző mikroRNS marker azonosítása.  
4. A paraffinos szövetblokkok alkalmazási lehetőségének vizsgálata a 
phaeochromocytomák mikroRNS expressziójának tanulmányozására. 
5. Útvonalelemzés végzése a mikroRNS-ek potenciális cél mRNS-einek felhasználásával a 
mellékvese daganataiban. 
6. Funkcionális genomikai metaanalízis végzése a szakirodalomban eddig közölt 
génexpressziós és komparatív genom hibridizáció (CGH) eredmények felhasználásával 
mellékvesekéreg-daganatokban. Útvonalelemzés a közös patogenetikai utak 
feltárására.  
7. Párhuzamos génexpressziós és CGH vizsgálat végzése ugyanazon mellékvesekéreg-
daganat mintákon a génexpressziós vizsgálatok hátterében álló kromoszomális 
eltérések felderítése céljából. 
8. A hisztamin bioszintézisében, hatásában és lebontásában szereplő gének és fehérjék 
kifejeződésének, valamint a hisztamin koncentrációjának vizsgálata mellékvesekéreg-
daganatokban. 
9. In silico genomikai vizsgálatok révén új szekvenciavariánsok azonosítása a a hisztamin 
bioszintézisében, hatásában és lebontásában szereplő szereplő fehérjék, a multiplex 
endokrin neoplasia szindrómák, a glükokortikoidreceptor, a szteroidhormonok 
bioszintézisében és lebontásában résztvevő fehérjék génjeiben. 
10. Hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokinreceptor expressziós mintázatának 
tanulmányozása. Az oncostatin M (OSM) citokin hatásának vizsgálata korai gének és a 
GnRH expressziójára.  
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11. A phaeochromocytomára hajlamosító öröklődő daganatszindrómák közül a multiplex 
endokrin neoplasia 2-es típus (MEN2) hátterében álló mutációk vizsgálata. A MEN2-
re hajlamosító RET protoonkogén két mutációjával társuló egyedi klinikai fenotípusok 
jellemzése. 
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4. BETEGEK, ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
4.1. Betegek és szövetminták 
A vizsgált mellékvesekéreg szövetminták (n=58) közül 15 ép mellékvesekéregből, 18 
hormonálisan inaktív adenomából (IA), 8 kortizoltermelő adenomából (CPA), 9 
aldoszterontermelő adenomából (APA) és 8 mellékvesekéreg-carcinomából (ACC) származott 
(a mellékvese-daganat mintákat döntően a SE ÁOK I. Sebészeti Klinikán, kisebb részben a SE 
ÁOK Transzplantációs és Sebészeti Klinikán végzett műtétek során szereztük be, ETT-TUKEB 
engedély: 230-15/2006-1018EKU). A mellékvesekéreg-daganatban szenvedő betegek adatait 
az 1. táblázat A részében mutatom be. Valamennyi mellékvesekéreg-carcinoma 
kortizoltermelő daganat volt. Egészséges mellékvesekéreg szövetet rosszindulatú 
vesedaganat miatt történt műtét során eltávolított ép mellékvesékből nyertünk (SE ÁOK 
Urologiai Klinika, ETT-TUKEB engedély: 84-60/2008-1018EKU). A szövetmintákat folyékony 
nitrogénben tároltuk. 
A phaeochromocytomák között (n=33) 9 sporadikus benignus, 8 MEN2, 6 VHL, 5 NF1 
és 5 sporadikus recidiváló daganatot vizsgáltunk (primer daganatok) (1. táblázat B). 
Valamennyi vizsgálatba bevont betegünknél genetikai vizsgálat történt a MEN2, VHL, SDHB, 
SDHC és SDHD gének direkt szekvenálásával (lásd. később). Az NF1 diagnózisát klinikai 
kritériumok alapján állítottuk fel. SDH gén mutációt a vizsgálatba bevont betegeink között 
nem találtunk. Az öröklődő phaeochromocytomában szenvedő betegek – legjobb 
tudomásunk szerint - nem álltak egymással rokoni kapcsolatban. A sporadikus 
phaeochromocytomák csoportjába a fenti gének csírasejtes mutációinak és az NF1 
fennállásának klinikai kizárása esetén soroltunk be az eseteket. Mivel az eltávolított 
phaeochromocytoma szövettani vizsgálatával annak rosszindulatúsága nem állapítható meg, 
csak áttétek jelenlétében, a phaeochromocytomában szenvedő betegek hosszas követése 
szükséges. A vizsgálatunkba bevont esetekben, a daganat eltávolítása után még átlagosan 5-
7 éves nyomonkövetés történt. Azokban az esetekben, amikor csak rövidebb követési idő 
volt lehetséges, a daganatot akkor minősítettük jóiindulatúnak, ha átmérője 5 cm-nél kisebb 
volt, a műtét előtt vagy azt követően végzett képalkotó vizsgálat áttétet nem jelzett, nem 
alakult ki a műtétet követően recidíva, és a Ki-67 immunhisztokémia nem utalt 
rosszindulatúságra (<1%) [4]. A recidíváló phaeochromocytoma csoportban olyan eseteket 
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vizsgáltunk, ahol a primer phaeochromocytoma eltávolítását követően az azonos oldali 
mellékvesében a daganat kiújult. Munkánk során a primer daganatokat vizsgáltuk.  
 
A. Normális IA APA CPA ACC 
Betegek száma 15 18 9 8 8 
Nemek aránya 
(nő/férfi) 
11/4 18/0 6/3 7/1 6/2 
Átlagéletkor a műtét 
idején (év ± SD) 
44,1±12,9 49,7±8,4 45,9± 18,0 38,3±9,6 55,9 ± 16,4 
 
B. SB SR MEN2 VHL NF1 
Betegek száma 9 5 8 6 5 
Nemek aránya 
(nő/férfi) 
6/3 2/3 6/2 3/3 4/1 
Átlagéletkor a műtét 
idején (év ± SD) 
44,8±18,1 46,0±15,3 38,8±10,2 44,8±20,8 38,7±16,6 
 
1. táblázat: A mellékvese daganatos betegek fontosabb jellemzői. A: mellékvesekéreg-
daganatok, B: phaeochromocytoma 
IA: hormonálisan inaktív adenoma, APA: aldoszterontermelő adenoma, CPA: kortizoltermelő 
(Cushing) adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma, SB: sporadikus benignus 
phaeochromocytoma; SR: sporadikus recidíváló phaeochromocytoma; MEN2: multiplex 
endokrin neoplasia 2-es típusához társuló phaeochromocytoma; VHL: von Hippel-Lindau 
szindrómához társuló phaeochromocytoma; NF1: 1-es típusú neurofibromatosisban 
előforduló phaeochromocytoma; SD: standard deviáció 
 
Szemben a mellékvesekéreg-daganatokon végzett vizsgálatainkkal, a 
phaeochromocytomák vizsgálatához nem állt rendelkezésre megfelelő számú fagyasztott 
szövetminta. A phaeochromocytomák mikroRNS expressziós mintázatát paraffinba ágyazott 
szövetblokkok (FFPE: formalin fixált paraffinba ágyazott/formalin-fixed paraffin-embedded) 
vizsgálata révén tanulmányoztuk. Az FFPE blokkokat a Semmelweis Egyetem ÁOK I. és II. 
Patológiai Intézetével történt együttműködés keretében szereztük be (ETT-TUKEB engedély: 
8-258/2009-1018EKU). A felhasznált blokkok életkora 0,2-14,6 év között mozgott. Három 
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phaeochromocytoma (1 sporadikus benignus, 1 sporadikus recidíváló, 1 MEN2) esetében 
mind FFPE, mind fagyasztott minta elérhető volt. 
A MEN2 fenotípus sajátosságait egy a Cys609Ser ill. egy a Cys611Tyr mutációt 
hordozó család több tagjának vizsgálatával elemeztük. 
 
4.2. Sejttenyészetek és in vitro kezelések 
A hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokinreceptor expresszióját és a citokinek 
hatásait e sejtekre GnV-4 patkány hypothalamus sejtvonalon vizsgáltuk. A GnV-4 sejtvonalat 
felnőtt patkány hypothalamikus sejttenyészetek kondicionális immortalizálásával állították 
elő. A sejtek az előállításuk során alkalmazott módosított Tet-On rendszer következtében 
doxiciklin jelenlétében osztódnak, míg annak hiányában osztódásuk megáll, 
differenciálódnak [176] és az érett GnRH-neuronoknak megfelelő morfológiát vesznek fel 
[97, 98]. A sejtvonalat Neurobasal A tápoldatban tartottuk fenn B27 és borjúszérum 
hozzáadásával (Invitrogen), amit a sejtek differenciálódása érdekében három napig doxiciklin 
mentes DMEM tápoldatra cseréltünk. A kezeléseket 4,5 g/l glükózt tartalmazó 
szérummentes DMEM tápoldatban végeztük 12 órás széruméheztetést követően. A GnV-4 
sejtvonalat oncostatin M (OSM), IL-6 és NMDA (N-metil –D-aszpartát) kezelésnek vetettük 
alá több kezelési időben.  
A korai gének (c-fos, c-jun, Egr-1 (early growth response-1), MKP-1 (mitogén aktiválta 
kináz foszfatáz 1), Myd118 és GADD45γ mRNS expressziójának vizsgálatához a GnV-4 
sejteket 30 percig kezeltük rekombináns egér OSM-mel (R&D Systems) 10–250 ng/ml 
koncentrációban. Az OSM kezeléseket a MAPK jelátviteli utat gátló PD98059-el (50 µM, 
Sigma) történt 1 órás előkezelést követően is megismételtük. Az OSM és IL-6 (Peprotech) 
jelátvitelének (MAPK útvonal) tanulmányozására 2-60 perc közötti kezelési időket és 100 
ng/ml kezelési koncentrációt használtunk. Az OSM GnRH expresszióra kifejtett hatását 6 órás 
kezelésekben, 2-től 100 ng/ml-ig terjedő koncentrációk mellett vizsgáltuk 50 µM NMDA 
mellett vagy a nélkül. Az OSM degradáció gátló hatásának kizárása céljából a kezeléseket 
proteáz inhibitor aprotinin (Trasylol) jelenlétében is megismételtük. 
Az OSM GnRH expresszióra kifejtett hatását primer patkány hypothalamus 
tenyészeteken is vizsgáltuk, amelyeket dekapitációval leölt 10-12 hetes nőstény Wistar 
patkányokból állítottunk elő [177] (az állatkísérletekhez a svájci Állategészségügyi Hatóság 
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engedélyével rendelkeztünk). A kimetszett hypothalamust 0,06 % glükózt és 100 IU/100 
µg/ml penicillin/streptomycint tartalmazó PBS-pufferben diszpergáltuk Pasteur-pipettán 
történő többszörös átfújással. A centrifugálás során nyert üledéket 5 ml Neurobasal 
tápoldatban (Gibco) reszuszpendáltuk, ami 0,04 % B27 adalékot, 500 µM glutamint és 25 µM 
glutamátot (Sigma) tartalmazott. A sejteket 400.000 élő sejt/lyuk sűrűségben hatlyukú 
lemezekre ültettük, amelyeket előzetesen 5 µg/ml poli-D-lizinnel (Sigma) vontunk be. A 
sejteket 500 µM glutamint és 25 µM glutamátot (Sigma) tartalmazó Neurobasal A 
(Invitrogen) tápoldatban tenyésztettük a tenyésztőfolyadék felének negyednaponta történő 
cseréjével. A sejtek az izolálás után 3-4 héttel váltak kezelésre alkalmassá. Az OSM kezelés 
ugyanúgy zajlott, mint a GnV-4 sejtek esetében. 
 
4.3. Molekuláris genetikai és molekuláris biológiai vizsgálatok 
Az alábbi részben röviden bemutatom a mikroRNS, mRNS és fehérje szintű vizsgálatok során 
alkalmazott módszereinket. Tekintettel arra, hogy vizsgálataink során több különböző 
statisztikai módszer alkalmazása volt szükséges, ezeket az adott részekben külön-külön 
mutatom be. 
 
4.3.1. A mikroRNS-ek kifejeződésének vizsgálata 
A mikroRNS vizsgálatokhoz teljes RNS-t izoláltunk: fagyasztott mellékvesekéreg szövetekből 
Trizol reagensen alapuló módszerrel (TriReagent, Molecular Research Center Inc.), a 
paraffinos szövetblokkok 5x15 µm vastagságú szeleteiből 100%-os xilénnel végzett 
deparaffinálás után Ambion RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Applied 
Biosystems/Ambion) felhasználásával. Az RNS koncentrációjának mérését NanoDrop ND-
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), míg az RNS integritásának 
meghatározását Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent Tech. Inc.) segítségével végeztük. 
A fagyasztott mintákat csak abban az esetben használtuk, ha az RNS integritás száma (RIN: 
RNA Integrity Number) meghaladta a 7,0-et, DNS kontaminációtól mentesek voltak, és az 
A260/280 valamint az A260/230 arányuk elérte az 1,8-at. A paraffinos mintákból izolált RNS-
ek integritása vizsgálati kritériumként nem volt használható. 
A mikroRNS profil vizsgálata a mellékvesekéreg szövetmintákon polimeráz 
láncreakción (PCR) alapuló Taqman TLDA kártyák (Taqman Low Density Array Human 
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MicroRNA Panel v1.0; Applied Biosystems) felhasználásával, míg phaeochromocytomák 
esetében Agilent platformon microarray vizsgálattal (Agilent Human miRNA Microarray 
Rel12.0) történt. A két eltérő megközelítésnek technikai okai voltak, ugyanis az elsőként, 
mellékvesekéreg-daganatokon végzett vizsgálataink idején a Semmelweis Egyetem 
Microarray Core Facility-ben a mikroRNS microarray metodika még nem került beállításra. 
A TLDA panelen 16 mellékvesekéreg mintát vizsgáltunk (4 ép mellékvesekéreg, 4 
hormonálisan inaktív, 4 kortizoltermelő és 4 malignus). 100 ng teljes RNS-t cDNS-sé írtunk át. 
A reverz transzkripcióhoz (RT) Taqman MicroRNA Reverse Transcription Kitet és reverz 
transzkripciós primer keveréket tartalmazó Multiplex RT for Taqman MicroRNA Assays 
(Applied Biosystems) kiteket alkalmaztunk a gyártó protokolljának megfelelően. A cDNS-eket 
ezt követően TLDA Human MicroRNA Panel v1.0 platformon vizsgáltuk, amely 365 humán 
mikroRNS egyidejű vizsgálatát tette lehetővé. A polimeráz láncreakciót 7900 HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) készüléken a gyártó instrukcióinak megfelelően 
végeztük. A polimeráz láncreakcióra jellemző amplifikációs görbék elemzéséhez és a nyers 
ciklus küszöbérték (CT, cycle threshold) értékek meghatározásához az SDS Programot 
(Applied Biosystems) használtuk. E vizsgálatokban „housekeeping” kontroll (referencia) 
génnek a CT értékek mintánkénti szórás vizsgálata alapján az RNU48-at választottuk. Az 
expresszió mértékét a normalizált értékeket összehasonlító CT (dCT) módszerrel [178] 
határoztuk meg. 
A vizsgálati csoportok között szignifikánsan eltérő expressziót mutató mikroRNS-ek 
azonosításához egyutas varianciaanalízist végeztünk, majd Scheffé és Tukey HSD post hoc 
tesztek következtek többszörös összehasonlítás céljából. A statisztikai elemzést SPSS 15.0 for 
Windows (SPSS Inc.) programmal végeztük.  
A 16 vizsgált minta miRNS expresziós mintázaton alapuló hierarchikus klaszter 
(cluster) analízisét a BRB Array Tools (Version 3.6.0 Stable Release, fejlesztette Dr. Richard 
Simon és Amy Peng Lam) programmal végeztük. 
A phaeochromocytomák mikroRNS expresszió mintázatát 21 paraffinos (6 
sporadikus benignus, 5 sporadikus recidíváló, 5 MEN2, 5 VHL) mintán vizsgáltuk. Mivel az 
FFPE minták mikroRNS mintázat meghatározásra történő alkalmazhatóságára vizsgálatainkat 
megelőzően nem voltak adatok, három minta esetében fagyasztott-FFPE mintapárok (1 
sporadikus benignus, 1 sporadikus recidíváló, 1 MEN2) vizsgálatával ellenőriztük ennek 
kivitelezhetőségét. A felhasznált 8x15k Agilent Human miRNA Microarray Rel 12.0 (Agilent 
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Tech. Inc.) lemezek összesen 955 mikroRNS expressziójának párhuzamos vizsgálatát tették 
lehetővé. A mikroRNS microarray során egyszínű, fluoreszcens festékkel (Cyanine 3, Cy 3) 
jelölt célmolekulákat alkalmaztunk. 
100 ng teljes RNS defoszforilálását és denaturálását követően az RNS mintákat 
fluoreszcens festékkel jelöltük a miRNA Complete Labeling and Hyb Kit (Agilent Tech. Inc.) 
felhasználásával. A jelölt minták tisztítása ezt követően Micro Bio-Spin P-6 Column (Bio-Rad 
Laboratories) oszlopokon történt, majd hibridizációs mixet készítettünk. A minták microarray 
lemezekhez történő hibridizációjához az inkubáció 20 órán keresztül 55oC-on történt. Ezt 
követően Triton X-102-t tartalmazó pufferrel mosás következett, majd az eredményeket az 
Agilent DNA Microarray Scanner (Agilent Tech. Inc.) segítségével olvastuk le. Az 
eredményeket a Feature Extraction 9.5.3 (Agilent Tech. Inc.) szoftverrel elemeztük. A mérési 
eredmények értékelése során az intenzitási adatok mellett a Feature Extraction szoftver egy 
háromfokozatú skálán értékeli a mért adatok minőségét: A („absent”) jelzést kapnak az alsó 
méréshatár alatti, P („present”) jelölést a jól mérhető és M („marginal”) kódot a felső 
méréshatár feletti intenzitás értékek. Ezt követően a gyártó ajánlásának megfelelően a 
GeneSpring Software 10.1 (Agilent Tech. Inc.) alkalmazásával a "Teljes Gén Szignál" (TGS, 
"Total Gene Signal") értékeket a „nyers” ("raw") értékek 75. percentilisére normalizáltuk, és 
az alapvonalat ("baseline") az egyes array-k mediánjára transzformáltuk. Szűrési 
feltételeinket az alábbiakban határoztuk meg: 1.) A szignifikáns expressziós eltérést mutató 
mikroRNS-ek azonosítását megelőzően az általánosan elfogadott szűrési kritériumokat 
alkalmaztuk: 1. a vizsgált próba legalább egy vizsgált csoport összes mintájában jól, illetve a 
felső méréshatár felett legyen kimutatható és az expressziós változás mértéke ("fold 
change") >2; 2.) A normalizált microarray adatokat a referenciaként használt referencia 
(„housekeeping”) mikroRNS kiválasztására is felhasználtuk, amihez szigorú szűrési 
kritériumot alkalmaztunk (a próbának minden mintában jól, illetve a felső méréshatár felett 
kimutathatónak kellett lennie) 3.) Az FFPE minták használhatóságára irányuló három 
fagyasztott-paraffinos mintapáron végzendő vizsgálatunkhoz Zhang és munkatársainak 
ajánlása nyomán az array-vizsgálatok között (interarray) normalizálást és szűrést nem 
végeztünk [179].  
A párosított FFPE és fagyasztott minták mikroRNS mintázatának összehasonlítása 
céljából a nyers TGS értékek korreláció vizsgálata során a Spearman és Kendall tau non-
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parametrikus korrelációs koefficienseket a 3-3 párosított minta esetén egyenként, valamint 
az FFPE és fagyasztott csoport átlagok között is meghatároztuk.  
A mikroRNS-ek normalizált jelintenzitás értékeit szűrést követően GeneSpring 
Software 10.1 (Agilent Tech. Inc.) segítségével hierarchikus klaszter analízisnek vetettük alá. 
A statisztikai elemzést a GeneSpring Software 10.1 (Agilent Inc.) és STATISTICA 8.0 (StatSoft 
Inc.) programok segítségével végeztük el. Egyutas varianciaanalízist és Tukey HSD post hoc 
tesztet használtunk a szignifikánsan eltérő expressziót mutató mikroRNS-ek azonosítására. A 
microarray vizsgálatot követő valós idejű qRT-PCR validáláshoz szükséges referencia 
("housekeeping") génként alkalmazható mikroRNS géneket a minták között legalacsonyabb 
szórást (SD) mutató mikroRNS-ek közül a Microsoft Office Excel 2003 program segítségével 
határoztuk meg.  
A mintaszámok növelését és a szignifikáns expressziós eltérések validálását mind a 
mellékvesekéreg-daganat, mind phaeochromocytoma mintákon Taqman próbákkal, 
kvantatív valós idejű (real time) reverz-transzkripció polimeráz láncreakció (qRT-PCR) 
módszerrel végeztük. 
 
4.3.2. A mikroRNS expressziós eredmények validálása qRT-PCR módszerrel 
A mellékvesekéreg-daganatok vizsgálata során 14 szignifikánsan eltérő expressziót (p<0.05) 
mutató mikroRNS-t választottunk ki további validálás és esetszám növelés céljából. Ezek közé 
tartozott a statisztikailag legerősebb 10 mikroRNS (p<0.01), valamint négy olyan további 
mikroRNS (p<0.05), amelyek esetén az expressziós  különbségek (fold change) legalább 
háromszorosak voltak. A validálást összesen 36 ép és daganatos mellékvesekéreg szöveten 
(10 ép mellékvese, 10 inaktív adenoma, 9 Cushing-adenoma, 7 carcinoma) végeztük el. Az 
egyedi mikroRNS-ekre specifikus RT és real-time PCR primereket tartalmazó Taqman 
MicroRNA Assay-k a következők voltak (zárójelben a specifikus Taqman MicroRNA Assay-k 
számai): hsa-miR-181b (4373116), hsa-miR-181d (4373180), hsa-miR-184 (4373113), hsa-
miR-196b (4395326), hsa-miR-210 (4373089), hsa-miR-214 (4395417), hsa-miR-215 
(4373084), hsa-miR-222 (4395387), hsa-miR-375 (4373027), hsa-miR-424 (4373201), hsa-
miR-503 (4373228), hsa-miR-506 (4373231), hsa-miR-511 (4373236) és hsa-miR-615 
(4380991) (Applied Biosystems). Referencia ("housekeeping") génnek az RNU48-at 
(4373383) használtuk (Applied Biosystems). 
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A phaeochromocytoma minták vizsgálata során a statisztikailag legerősebb 
szignifikanciát, valamint a kísérleti csoportok között legnagyobb mértékű expressziós eltérést 
(fold change) mutató öt mikroRNS-t választottuk ki (zárójelben a specifikus Taqman 
MicroRNA Assay-k számai): hsa-miR-139-3p (002313), hsa-miR-541 (002201), hsa-miR-765 
(002643), hsa-miR-885-5p (002296) és hsa-miR-1225-3p (002766) (Applied Biosystems). 
Belső kontrollként a microarray eredményeinek elemzése alapján legkisebb szórást mutató 
hsa-miR-324-3p (002161) és a hsa-miR-320b (002844) mikroRNS-eket használtuk. A 
validálást ebben az esetben is a csoportonkénti elemszám növelésével végeztük (9 
sporadikus benignus, 5 sporadikus recidíváló, 8 MEN2, 6 VHL), illetve a valós idejű PCR 
vizsgálatok során a vizsgálatba az NF1 csoportot is bevontuk (n=5). 
Mindkét mintacsoport esetében a qRT-PCR validálás során első lépésében 10 ng 
teljes RNS-ből MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) segítségével 15 µl 
végtérfogatban cDNS-t szintetizáltunk. Ezt követően a qRT-PCR reakciót TaqMan Fast 
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) felhasználásával, 20 µl végtérfogatban 
állítottuk össze és a mintákat 96-lyukú lemezen, 7500 Fast Real-Time PCR System készüléken 
amplifikáltuk három párhuzamos mérésével. Az amplifikációs görbék elemzéséhez az SDS 
Programot (Applied Biosystems), és az egyes csoportok közötti eltérések kimutatásahoz az 
összehasonlító ddCT módszert használtuk [178].  
A szignifikánsan eltérő expressziót mutató mikroRNS-ek azonosításához egyutas 
variancianalízist végeztünk, amelyet posthoc tesztek (Scheffé, Fisher) követtek. 
 
4.3.3. MikroRNS biomarkerek azonosítása 
Munkáinkban olyan mikroRNS biomarkereket kerestünk, amelyek segítségével a 
mellékvesekéreg-daganatok rosszindulatúságát vagy phaeochromocytomák 
recidivakészségét jelezni lehet. A potenciális biomarkerek azonosítására és hatékonyságának 
vizsgálatára SPSS 15 for Windows program felhasználásával hatásfokmérő karakterisztikát 
(Receiver Operating Characteristics, ROC analízis) alkalmaztunk.  
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4.3.4. Teljes genom génexpressziós vizsgálatok 
Mellékvesekéreg-daganatokban a mikroRNS mintázat TLDA kártyákon történő vizsgálatával 
párhuzamosan ugyanezeken a mintákon teljes genom génexpressziós microarray vizsgálatot 
is végeztünk (4 ép mellékvesekéreg, 4 hormonálisan inaktív adenoma, 4 kortizoltermelő 
adenoma, 4 ACC) Agilent 4x44K microarray platformon kettős jelöléssel. A kettős jelölés 
során az egyes minták intenzitását egységes háttér referenciához hasonlítottuk, amit a 
vizsgált 16 mintából létrehozott RNS keverék („pool”) képezett.  
E vizsgálatokhoz is teljes RNS-t izoláltunk RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen GmbH) 
felhasználásával. Az RNS koncentráció mérése, minőségének vizsgálata és a felhasznált RNS-
ek minőségi kritériumai megegyeztek a fagyasztott mintákból történt mikroRNS vizsgálatok 
részben részletezettekkel (4.3.1. rész). 
A reverz transzkripcióhoz mind az egyes RNS minták, mind pedig a referencia minta 
esetében 1 µg teljes RNS-t használtunk, amelyet RNA Spike-In Kittel (Agilent Tech. Inc.) 
kevertünk össze. A cDNS-ekből in vitro transzkripciós reakció során fluoreszcens cyanine 5 
(Cy 5)-, a referencia minta cDNS-éből pedig cyanine 3 (Cy 3)-CTP-vel (Perkin Elmer) jelölt 
cRNS-t készítettünk a Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit (Agilent Tech. Inc.) 
felhasználásával. A cRNS mintákat Qiagen RNeasy Mini Spin Column (Qiagen GmbH) 
oszlopokon tisztítottuk. 825 ng cyanine 5-tel jelölt cRNS mintát és azonos mennyiségű 
cyanine 3-mal jelölt referencia mintát kevertünk össze az Agilent Gene Expression 
Hybridization Kit (Agilent Tech. Inc.) hibridizációs reakcióhoz szükséges komponenseivel, 
majd a mintákat a gyártó utasításainak megfelelően a microarray lemezekhez 
hibridizáltattuk. A microarray lemezek leolvasása mosást követően Agilent DNA Microarray 
Scanner (Agilent Tech. Inc.) segítségével történt, majd az eredmények normalizálásához a 
Feature Extraction szoftver 8.5-ös verzióját (Agilent Tech. Inc.) használtuk.  
A microarray eredmények statisztikai elemzése GeneSpring GX 9.0 szoftver (Agilent 
Tech. Inc.) felhasználásával történt. A szignifikáns expressziós eltérést mutató gének (fold 
change > 2) azonosításához egyutas ANOVA módszert használtunk, majd az elsőfajú hiba 
csökkentése céljából Benjamini-Hochberg többszörös hipotézis korrekciót végeztünk. A 
Tukey-féle HSD tesztet használtuk post hoc tesztként. 
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4.3.5. Komparatív genom hibridizáció (CGH) 
Mellékvesekéreg-daganatokban a kromoszómaeltérések és génexpressziós változások 
párhuzamos kimutatása céljából CGH vizsgálatot is végeztünk Agilent platformon genomikus 
DNS felhasználásával. Összesen 4 hormonálisan inaktív és 3 kortizoltermelő adenoma, 
valamint 4 hormontermelő carcinoma szövetet vizsgáltunk. A fagyasztott szövetek 
feldolgozása, a DNS- izolálás, a hibridizáció és az adatok elemzése az Agilent Technologies 
105K Array 2.0 protokollja szerint történt. A vizsgálandó és referencia (G1521 női DNS, 
Promega) minták CGH105A oligo microarray chipekre történt hibridizációját követően az 
egyes intenzitás értékek leolvasását és normalizálását Agilent Microarray Scanner és a 
Feature Extraction Software (8.5 verzió) programok felhasználásával végeztük (Agilent Tech. 
Inc.). Az adatok kiértékeléséhez a DNA Analytics Software-t (Agilent Tech. Inc.) használtuk.  
 
4.3.6. Egyes génekre vonatkozó génexpressziós (qRT-PCR) vizsgálatok 
4.3.6.1. Mellékvesekéreg-daganatok 
A hisztamin bioszintézisében, hatásában és lebomlásában résztvevő fehérjéket kódoló gének 
expresszióját Taqman qRT-PCR-rel vizsgáltuk (Applied Biosystems) a GAPDH (glicerinaldehid-
3 foszfát dehidrogenáz (Hs02758991_g1)) referencia génhez viszonyítva. A reverz 
transzkripciót 1 µg RNS-ből kiindulva végeztük a high capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit-tel (Applied Biosystems). A valós idejű PCR méréshez TaqMan Fast Universal Master Mix-
et alkalmaztunk (7200 Fast Real-Time PCR, Applied Biosystems). A fenti vizsgálatainkhoz 
hasonlóan a GAPDH-hoz viszonyított relatív expresszió meghatározására itt is az 
összehasonlító ddCT módszert használtuk [178+. A mérésekhez az alábbi, génekre specifikus 
TaqMan Assay-ket használtuk: HDC (Hs00157914_m1), HRH1 (Hs00911670_s1), HRH2 
(Hs00254569_s1), HRH3 (Hs00200610), HRH4 (Hs0222094_m1), DAO (Hs00266481_m1, 
Applied Biosystems, Foster City, USA). A teljes genom génexpressziós microarray vizsgálatok 
validálása céljából is végeztünk valós idejű RT-PCR vizsgálatokat, ennek keretében a TOP2A 
(Hs00172214_m1), IGF-2 (Hs01005963_m1) és a Toll like receptor 4 (TLR4, Hs00152939_m1) 
meghatározására került sor a GAPDH-hoz, mint referencia génhez viszonyítva. 
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4.3.6.2. Hypothalamikus GnRH-neuronok 
A GnV-4 sejtvonalon a citokinek és receptorainak jelenlétét a génekre specifikus primerek 
felhasználásával kvalitatív RT-PCR-rel mutattuk ki Perkin-Elmer Gene Amp PCR System 9700 
készüléken. A specifikus primereket az exon-intron határokra terveztük. A PCR reakciók 
körülményeit génenként külön-külön állítottuk be (2. táblázat). 
Az OSM hatására bekövetkező korai gén indukció (c-fos, Egr-1, MKP1, Myd118, 
GADD45γ) vizsgálata szemikvantatív RT-PCR-rel történt az S12 riboszomális fehérje mRNS-
éhez viszonyítva. A PCR-termékeket 2 %-os etídium bromid tartalmú agaróz géleken 
megfuttattuk, majd a képek denzitometriás analízisével kvantifikáltuk az eredményeket. A 
GnV-4 és a primer foetalis hypothalamikus kultúrák GnRH expressziójának meghatározása 
qRT-PCR-rel történt (Roche Light Cycler) a β2-mikroglobulin referencia génhez viszonyítva 
[180]. Valamennyi mérést háromszor ismételtük.  
 
4.3.7. DNS-szekvenálás és mutációanalízis 
A phaeochromocytomára hajlamosító öröklődő daganatszindrómák mutációanalíziséhez 
genomikus DNS-t izoláltunk teljes vérből, emlős vérre kifejlesztett DNS-izoláló kit 
segítségével (Roche). A mutációk azonosítása az exon-intron határokra tervezett, 
szakirodalomban közölt specifikus primerekkel végzett polimeráz láncreakció (PCR) során 
amplifikált DNS-szakaszok direkt szekvenálásával történt. A VHL gén mindhárom exonját 
rutinszerűen vizsgáltuk [181], a MEN2-ért felelős RET protoonkogén esetében a mutációk 
döntő többségét hordozó 10-es, 11-es, 13-as és 14-es exonok, MEN2B esetén a 15-ös és 16-
os exonok rutinszerű szekvenálása történt [182]. Az SDHB, SDHC és SDHD gének valamennyi 
exonját (8, 6 ill. 4 exon) és az exon-intron határokat is vizsgáltuk. (SDH mutációt hordozókat 
a vizsgálatainkba bevont phaeochromocytomás betegek között nem találtunk.) 
 A MEN2 szindróma genetikai vizsgálatában kutatásaink kezdetén még nem direkt 
szekvenálást, hanem a RET protoonkogén mutációinak szűrésére az exonokra specifikus PCR 
reakciót követően SSCP (egyláncú DNS konformációs polimorfizmus – single strand 
conformational polymorphism) vizsgálatot, a mutációk igazolására pedig restrikciós 
enzimemésztést alkalmaztunk Dr. Wolfgang Höppner (Institut für Hormon und 
Fertilitätsforschung, Hamburg) módszere alapján *183+. 
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2. Táblázat. A hypothalamikus GnRH-neuronok PCR vizsgálata során alkalmazott primerek szekvenciái és főbb jellemzőik. bp: bázispár, Tanneal.: 
annealing hőmérséklet, CNTFR: ciliáris neurotrofikus faktor receptor, IL: interleukin, OSM: oncostatin M, LIFR: leukémia gátló faktor receptor, IL-
1Rap: IL-1 receptor járulékos (accessory) protein, IL-1RN: IL-1 receptor antagonista, β2m: β2 mikroglobulin 
Gén Szenz primer (5’-3’)  Antiszenz primer (5’-3’) Termék (bp) Tanneal. (
oC) 
Gp130 TCAACTTGTGGAACCATGTGG TCCAACTGACACAGCATGTTC 375 53 
IL-6Rα TCACAGAGCAGAGAATGGACT GTATGGCTGATACCACAAGGT 481 53 
LIFRα GCCTCCTGGACTGGATAAAGGTTC  ACAAACATGCTCTTCTCTGGGCC   472 53 
CNTFRα CGATCCTCCAGAAAATGTGG TCAGGAGATTGTTGGCTGTG 503 54 
IL-11Rα TCGGACGCTGGATGGTGTATTTG GGTTCACCTCAGTCACATTGATCCG  317 45 
OSMRβ ATCCAACACCATCTGGGTGG TAAAGTCTCGGGTTTCACAGGA 518 55 
IL-1R1 CCTGTGATTATGAGCCCACG CGTGTGCAGTCTCCAGAATATG 298 55 
IL-1R2 AGATGAGCCAAGGATGTGGG ATCAATAGGCGTGTGGGGTCT 339 62 
IL-1Rap GTGTCAAACCATCGGTCACTTG TCCATCAATGGTCCACCAGATC 350 53 
IL-2Rα GTCCCCAATGCCACGTTCAAAG TCCCCACACACTGTCTTGCAGATG 417 57 
IL-2Rβ TACAACTTGGGTGTCTGCAGCAGTG  TGTGCAGGACTTGTAGGGAATGAGG  371 57 
IL-2Rγ AGGTCCTCATGTCCAGTGGGAATG  AGATTCTCTGGAGCCCATGGGATC  343 57 
IL-10Rα TCCGCTGGATGTCTATCCCAAAC AACCCTGTAAATACGGTGGTGCG 386 53 
IL-1α GACCATCTGTCTCTGAATCAGA ATTCTGGAAGCTGTGAGGTGCT 291 53 
IL-1β TCTCGACAAGAGCTTCAGGAAG AAGCTCATGGAGAATACCACT 321 53 
IL-1RN TTTCGTTCAGAGTCAGCTGGCC GCAAGTGATTCGAAGCTGGTGG 365 55 
IL-6 ATGATGGATGCTTCCAAACTGG GCCGAGTAGACCTCATAGTGACCT  342 53 
OSM CTGAGCACTGTGCACGCCAC CACCAGGGACCTGAGCATGG 432 55 
c-fos CTGTCAACACACAGGACTTTTGCG  CTTCGGATTCTCCGTTTCTCTTCC 304 54 
c-jun GCCAAGAACTCGGACCTTC TCGGCGAAGCCCTCCTGC 173 53 
Egr-1 TACGAGCACCTGACCACAG CTAGGCTGAAAAGGGGTTC 184 54 
MKP-1 AGCTCCTGGTTCAACGAGG GTCAAGGACAGCCATGGC 291 54 
Myd118 ACAACGCGGTTCAGAAGATG CCTTGGCTTTTCCAGGAATC 325 54 
GADD45G GGATACAGTTCCGGAAAGCACAGC  CAAACTGAGCTTCTCCAAGGCAGG  394 54 
GnRH GGAAACGATCCCCAAACTGATG TCTTCTTCTGCCCAGCTTCCTC 272 55 
S12 ACGTCAACACTGCTCTACA CTTTGCCATAGTCCTTAAC 312 54 
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 452 55 
β2m GAGCCCAAAACCGTCACC GAAGATGGTGTGCTCATTG 149 54 
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4.3.8.  Fehérjeexpressziós vizsgálatok és a hisztamintartalom 
mérése 
 
A hisztidin dekarboxiláz, hisztaminreceptorok, hisztamin N-metil transzferáz fehérjeszintű 
kifejeződését immunhisztokémiával majd Western-blottal vizsgáltuk.  
Az immunhisztokémiai vizsgálatok során a fixált és formalinba ágyazott 
szövetblokkokból készített metszeteket SuperFrost tárgylemezekre helyeztük. Deparaffinálás 
után mintánként 1-1 metszetet hematoxilin-eozinnal, illetve toluidinkékkel festettünk. A 
vizsgálatokat Ventana ES automata jelölő rendszerrel (Ventana Medical Systems Inc.) 
végeztük el a gyártó protokollja szerint. A jelöléshez 1:100-hoz hígításban nyúl poliklonális 
anti-humán H1RH (HRH12-A), HRH2 (HRH21-A), HRH3 (HRH32-A), HRH4 (HRH41-A, Alpha 
Diagnostics International), HDC (ab37291), HNMT (ab63147, Abcam plc. és DAO 
(WH0001610M1, Sigma-Aldrich Corp.) antitesteket és iWIEW DAB Detection Kit-et (Ventana 
Medical Systems Inc.) alkalmaztunk. A szövettani elemzést és a fényképfelvételeket Nikon 
Eclipse i80 mikroszkóppal (Nikon Spot Advanced Program) végeztük. Pozitív kontrollként 
emberi vastagbél és gyomorfal metszeteket használtunk. 
A hisztaminnal kapcsolatos fehérjék Western-blotja során a szövetmintákat lízis 
pufferben emésztettük, majd 15 µg hődenaturált és β–merkaptoetanollal kezelt 
fehérjemintát töltöttünk 10% ready gel Tris-HCL gélbe, amelyet a futtatást követően PVDF 
membránra (Bio-Rad Lab.) blottoltunk. Elsődleges antitestekként az immunhisztokémiai 
vizsgálatokban is használt ellenanyagokat használtuk 1 µg/ml koncentrációban, kontrollként 
nyúl anti-β-aktin antitestet (A5060, Sigma-Aldrich Corp.) használtunk. Peroxidáz konjugált 
kecske poliklonális anti-nyúl IgG antitestet (Sigma-Aldrich Corp., USA) alkalmaztunk 
másodlagos antitestként 0.1 µg/ml-es koncentrációban. A vizsgálatainkban használt 
antitestek specificitását korábbi vizsgálatokban, blokkoló peptidek felhasználásával 
bizonyították [16+. A fehérjék relatív mennyiségének meghatározásához a röntgen filmen 
mért denzitás értékeket az azonos mintában mért β-aktin denzitáshoz viszonyítottuk. A 
felvételek kiértékeléséhez a Fluorchem 8000 képelemző rendszert és a Chemimager 5500 
képelemző software-t használtuk (Alpha Innotech Corp.). 
A GnV-4 sejtvonalon mitogén aktiválta protein kináz (MAPK/Erk) jelátviteli út 
citokinek hatására bekövetkező aktiválódását a foszforilált és teljes Erk1/2-re specifikus 
monoklonális ellenanyagok (Cell Signaling Technology) segítségével Western-blottal 
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mutattuk ki. Mintánként azonos mennyiségű fehérjét vittünk fel, 10 %-os SDS-PAGE gélekre, 
majd polivinilidén-difluorid membránra (Hybond-P) vittük át és ECL reagenssel (Amersham) 
vizualizáltuk. A blottok denzitometriája Typhoon rendszerrel történt a foszforilált fehérjék 
denzitásának teljes fehérjék denzitásához viszonyításával (Amersham). 
A mellékvesekéreg-daganat minták hisztamin tartalmának meghatározása ELISA 
módszerrel történt. A méréshez 100 mg mintát homogenizáltunk 0,2 M perklórsav és 1 M 
kálium-borát felhasználásával. A szöveti hisztamin koncentráció méréséhez EIA Histamine 
Kit-et (Beckman Coulter Inc.) alkalmaztunk. A fényelnyelés vizsgálatát 405 nm-en microplate 
olvasó felhasználásával végeztük (Multiskan MS Labsystems). 
 
4.3.9. Bioinformatikai vizsgálatok 
4.3.9.1. A mikroRNS-ek célpontjainak, biológiai jelentőségének vizsgálata 
4.3.9.1.1  A szignifikáns expressziós eltérést mutató mikroRNS-ek 
potenciális cél mRNS-einek azonosítása bioinformatikai 
módszerekkel mellékvesekéreg-daganatokban 
 
A mellékvesekéreg-daganatok valamint a különböző típusú phaeochromocytomák között 
szignifikánsan eltérő expressziót mutató mikroRNS-ek szóbajövő cél mRNS molekuláit 
különböző in silico target predikciós algoritmusok segítségével vizsgáltuk. Mivel jelenleg 
nincsen egyértelmű állásfoglalás az egyes target predikciós adatbázisok alkalmazását 
illetően, ezért munkáink során a leginkább elterjedt algoritmusok eredményeit együttesen 
vettük figyelembe. 
A mellékvesekéreg-daganatok esetében a mikroRNS-ek potenciális célpontjainak 
azonosítására a TargetScan 4.2 (www.targetscan.org), Pictar (www.pictar.org) és miRBase 
Targets Version 5 (www.mirbase.org) algoritmusokat használtuk, míg a 
phaeochromocytomák vizsgálata során a TargetScan újabb verzióját (Release 5.1) és a 
korábban miRBase néven ismert MicroCosm Targets Version 5 (www.ebi.ac.uk/enright-
srv/microcosm) adatbázisokat használtuk. Mivel a PicTar algoritmus a phaeochromocytomák 
között szignifikánsan eltérő mikroRNS-eket nem vizsgálja, így phaeochromocytomák esetén 
csak a TargetScan és MicroCosm Targets alkalmazására nyílt lehetőségünk. 
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A fenti algoritmusok eredményeinek összevetésére Microsoft Visual FoxPro 9.0 
segítségével egy új adatbáziskezelő programalkalmazást hoztunk létre. A 
programalkalmazással lehetséges egy adott mikroRNS fenti algoritmusok által meghatározott 
összes potenciális célmolekuláját azonosítani, és hozzá tudjuk rendelni az mRNS 
célpontokhoz a különböző algoritmusok által számított valószínűségi pontszámokat 
(„score”), sőt arra is alkalmas, hogy az adatbázisok között átfedő célpontokat kijelölje. 
 
4.3.9.1.2. A biológiailag releváns cél mRNS-ek bioinformatikai 
módszerekkel történő azonosítása mellékvesekéreg-
daganatokban – SZÖVETSPECIFIKUS TARGET PREDIKCIÓ 
 
Az in silico target predikciós algoritmusok által meghatározott potenciális cél mRNS-ek 
biológiai relevanciájának jobb megközelítése érdekében szövetspecifikus módszert 
dolgoztunk ki a párhuzamosan végzett teljes genom mRNS expressziós eredmények 
felhasználásával, amelyhez kétlépcsős bioinformatikai elemzést alkalmaztunk.  
 Ennek első lépéseként kiszűrtük azon mRNS-eket a potenciális mRNS-ek listájából, 
amelyek a vizsgált szövetekben nem fejeződnek ki, mivel ezek nem állhatnak mikroRNS 
szabályozás alatt. A szűrés elvégzéséhez a fent említett, általunk kifejlesztett adatbáziskezelő 
alkalmazást használtuk. Az mRNS expresszió hiányának meghatározásához az alábbi 
szubjektív szűrési kritériumokat használtuk: 1.) A négy mintát magában foglaló vizsgálati 
csoportban egynél több mintában a nyers jelintenzitás értéke az alsó méréshatár alatti volt. 
2.) Az adott gén nyers jelintenzitás értéke a csoporton belül kevesebb, mint három minta 
esetében haladta meg az 50-es percentilist. A 16 vizsgált minta esetében számított 50-es 
percentilisek átlaga jelentősen meghaladta a háttér intenzitást.  
Második lépésben a mikroRNS-ekkel ellentétes irányban változó mRNS-eket 
kerestünk. Ennek elméleti alapját az irodalmi áttekintésben részletezett megfigyelések 
jelentik, amelyek szerint a mikroRNS-ek hatása emlősökben is elsősorban a cél mRNS-ek 
lebomlása nyomán jön létre, így a biológiailag releváns mRNS célpontok azonosítását a 
párhuzamosan elvégzett nagy áteresztőképességű mikroRNS és mRNS expressziós 
vizsgálatok segíthetik. Ezek alapján a vizsgált szövetben fokozottabban kifejezett mikroRNS-
ek cél mRNS-ei csökkent, míg a csökkent expressziójú mikroRNS-ek célpontjai nagyobb 
mértékben fejeződnek ki. A mikroRNS-ek biológiailag releváns, szövetspecifikus 
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célmolekuláinak azonosítása érdekében, az adott mikroRNS-sel ellentétes irányban változó 
expressziójú cél mRNS-ek azonosítására törekedtünk. Ehhez a Géncsoport Dúsulási 
vizsgálatot (GSEA, Gene Set Enrichment Analysis) használtuk (www.broad.mit.edu) [160]. 
A GSEA-t a kísérleti csoportok összes lehetséges párosítása esetén elvégeztük. Ezek 
során génlistákat hoztunk létre, amelyek az adott két kísérleti csoport között szignifikáns 
expressziós eltérést mutató mikroRNS-ek szövetspecifikusan szűrt, potenciális célpontjait 
tartalmazták. Az ép mellékvese vs. carcinoma összehasonlításban 5, az inaktív adenoma vs. 
carcinoma valamint a kortizoltermelő adenoma vs. carcinoma párosításban 4-4, az ép 
mellékvese vs. kortizoltermelő adenoma összehasonlításban pedig egy génlistát hoztunk 
létre. A GSEA szoftver felhasználása során a fokozott expressziót mutató mikroRNS 
ellentétesen változó, csökkent expressziójú cél mRNS-eit a rangsorolt lista alján kerestük 
(alulexpresszált gének) a „Futó Dúsulási Érték” ("Running Enrichment Score") 0-tól való 
maximális negatív eltérésénél húzva meg a határértéket (6. ábra).  
 
6. ábra: A szignifikánsan fokozott kifejeződésű mikroRNS-sel ellentétes irányban változó 
mRNS célpontok azonosítása a GSEA algoritmus segítségével 
A kortizoltermelő adenoma csoportban a carcinomákhoz viszonyítva szignifikánsan fokozott 
expressziós eltérést mutató hsa-miR-511-rel ellentétes irányban változó cél mRNS-ek 
kiválasztása. CPA: kortizoltermelő mellékvesekéreg-adenoma; ACC: mellékvesekéreg-
carcinoma; NA: ép mellékvese; IA: hormonálisan inaktív mellékvesekéreg-adenoma.  
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Alulexpresszált mikroRNS-ek esetén pedig fordítva, a „Futó Dúsulási Érték” 0-tól való 
legnagyobb mértékű pozitív eltérésénél húztuk meg a határt, aminek következtében a 
rangsorolt lista tetején elhelyezkedő, fokozott expressziójú géneket tudtuk azonosítani. 
 
4.3.9.1.3. Útvonalelemzés 
A szignifikáns expressziós eltérést mutató mikroRNS-ek mellékvese-daganatok 
patogenezisében játszott szerepének tisztázására a szövetspecifikus target predikciós 
módszerünkkel azonosított cél mRNS-ek útvonalelemzését végeztük.  
A mellékvesekéreg-daganatok vizsgálata során a vizsgálati csoportok összes 
lehetséges összehasonlítása során felállított szűrt mikroRNS célpontok listáit elemeztük 
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 7.1 szoftver (Ingenuity Systems; www.ingenuity.com) 
segítségével. A phaeochromocytomák esetében a paraffinos blokkok felhasználása miatt 
párhuzamos mRNS expressziós mintázat meghatározásra nem volt lehetőségünk ezért a 
szignifikánsan eltérő mikroRNS-ek potenciális mRNS célpontjainak meghatározása tisztán 
bioinformatikai úton történt a különböző csoportok közötti összehasonlításban (VHL vs. 
sporadikus benignus, VHL vs. sporadikus recidíváló, VHL vs. NF1, MEN2 vs. VHL, MEN2 vs. 
sporadikus benignus, MEN2 vs. sporadikus recidíváló, MEN2 vs. NF1, sporadikus recidíváló 
vs. sporadikus benignus). Ennek során az IPA szoftver újabb, 8.5 verzióját használtuk.  
 
A molekuláris és bioinformatikai vizsgálatok munkafolyamatának főbb lépéseit 
mellékvesekéreg-daganatok esetén a 7. ábra, phaeochromocytomák esetén a 8. ábra 
mutatja be.  
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7. ábra: A mellékvesekéreg-daganatok molekuláris (mikroRNS, mRNS) és bioinformatikai 
vizsgálatára kidolgozott módszer munkamenetének ábrázolása 
miRNS: mikroRNS; IA: hormonálisan inaktív adenoma; CPA: kortizoltermelő adenoma; ACC: 
mellékvesekéreg-carcinoma; GSEA: Gene Set Enrichment Analysis; qRT-PCR: kvantitatív 
reverz transzkripció-PCR. 
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8. ábra: A phaeochromocytomák mikroRNS expressziós mintázatának és ennek 
patogenetika jelentőségének vizsgálatára alkalmazott módszerünk munkamenetének 
ábrázolása 
SR: sporadikus recidíváló; SB: sporadikus benignus; VHL: von Hippel-Lindau-szindrómához 
társuló; MEN2: multiplex endokrin neoplasia 2-es típusához társuló; NF1: 1-es típusú 
neurofibromatosishoz társuló phaeochromocytoma 
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4.3.9.2.  mRNS microarray és citogenetikai adatok funkcionális genomikai  
  metaanalízise mellékvesekéreg-daganatokban  
 
Egy saját fejlesztésű bioinformatikai megközelítést alkalmaztunk a génexpressziós 
eredmények metaanalíziséhez és ezeknek a citogenetikai adatokkal történő korreláció 
vizsgálatához. Ennek során több, már korábban is leírt és használt bioinformatikai módszert 
saját szempontjaink szerint alkalmaztunk az interneten elérhető adatbázisok, valamint saját 
eredményeink elemzésére. A teljes munkamenetet a 9. ábra mutatja be. 
 
 
9. ábra: A génexpressziós és citogenetikai vizsgálatok metaanalízise során alkalmazott 
módszerek folyamatábrája. 
 
4.3.9.2.1. A felhasznált microarray adatok 
A génexpressziós (mRNS) microarray vizsgálatok metaanalíziséhez első lépésben két 
szabadon elérhető internetes microarray adatbázisból (GEO és ArrayExpress) 
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összegyűjtöttük az eredeti, nyers expressziós adatokat, majd ezek újracsoportosítása után 
saját szempontjaink szerint végeztünk statisztikai elemzést. A nyers génexpressziós adatok 
négy tanulmányban [43, 44, 184 és saját vizsgálatunkban] voltak elérhetőek, és ezekben 
összesen 164 daganatmintát (97 adenoma és 67 carcinoma) és 18 normális mellékvesét 
vizsgáltak. Saját mintáinkon a génexpressziós változások citogenetikai eltérésekkel történő 
közvetlen korrelációja céljából a génexpressziós microarray mellett citogenetikai (CGH) 
vizsgálatokat is végeztünk (3. táblázat). 
 
Publikáció 
Elérés szám 
(Accession No) 
Microarray platform 
Minták 
hormonális 
profilja 
Daganatok 
Ye és mtsai. [184] GEO: GDS2860 
Affymetrix Human 
Genome U133 Plus 
2.0 Array 
5 normális 
mellékvese 
 
10 APA 10 ACA 
de Reyniès és 
mtsai. [44] 
ArrayExpress: 
E-TABM-311 
Affymetrix Human 
Genome U133 Plus 
2.0 Array 
Nem ismert 
58 ACA 
34 ACC 
Giordano és mtsai. 
[43] 
GEO: 
GSE10927 
Affymetrix Human 
Genome U133 Plus 
2.0 Array 
9 normális 
mellékvese 
 
9 IA 
21 ACA 5 CPA 
7 APA 
17 hormonálisan 
inaktív ACC 
29 ACC 
12 hormon- 
termelő ACC 
Saját vizsgálatunk 
GEO: 
GSE14922 
Agilent Whole 
Human Genome 4x 
44K Array 
4 normális 
mellékvese 
 
4 IA 
8 ACA 
4 CPA 
4 hormon- 
termelő ACC 
4 ACC 
 
3. táblázat: A metaanalízisben felhasznált szabadon elérhető microarray vizsgálatok 
jellemzői. Rövidítések: ACA: mellékvesekéreg-adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma, IA: 
hormonálisan inaktív adenoma, CPA: kortizoltermelő adenoma, GEO: Gene Expression 
Omnibus 
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Irodalomkutatás (PubMed, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) során további 
tanulmányokat is találtunk, azonban ezekben az eredeti microarray adatok nem voltak 
szabadon elérhetők, ezért ezekből a közleményekben szereplő génlistákat gyűjtöttük össze. 
E tanulmányok esetében nem volt lehetséges sem a minták újracsoportosítása, sem új 
statisztikai elemzés végzése. A génlisták tanulmányozásával további 30 normális mellékvese, 
182 adenoma és 91 carcinoma eredményeit tudtuk metaanalízisünkbe bevonni (4. táblázat). 
A génlistákon Ingenuity Pathway Analysis segítségével útvonalelemzést készítettünk. 
A kromoszomális változásokra vonatkozó adatokat 10 tanulmányból *185-194] 
gyűjtöttük össze. Ezekben fluoreszcens in situ hibridizációval (FISH) és CGH-val mutattak ki 
kromoszómaeltéréseket összesen 87 adenoma és 124 carcinoma szövetben.  
Összesen 22 tanulmány felhasználásával 42 normális mellékvese, 350 adenoma és 
270 carcinoma mRNS expressziós, illetve citogenetikai eredményeit vontuk be meta-
analízisünkbe. 
 
4.3.9.2.2.  A génexpressziós adatok statisztikai elemzése és a Géncsoport  
  Dúsulási Vizsgálat (GSEA) 
 
A Genespring GX 10.0 programot (Agilent Tech. Inc., Santa Clara, CA, USA) használtuk a 
szignifikáns expressziós változást mutató gének kiválasztásához. A statisztikai elemzés során 
a vizsgálatok felépítése alapján egy- és kétutas ANOVA-t, Tukey-féle post hoc tesztet, ill. t-
próbát használtunk. A statisztikai elemzést megelőzően, a vizsgált gének számának 
csökkentése érdekében kiszűrtük azon géneket, amelyek változásának mértéke a vizsgált 
csoportok között kétszeresnél kisebb volt. Az álpozitív esetek számának csökkentéséhez 
Benjamini-Hochberg többszörös korrekciót (FDR<0.25) használtunk. A vizsgálati csoportok 
között szignifikáns expressziós változást mutató gének listáit ezt követően 
útvonalelemzésnek vetettük alá, valamint a kromoszomális eltérésekkel történő korreláció 
céljából Géncsoport Dúsulási Vizsgálatot (GSEA, GSEA Software v2.0 
(www.broadinstitute.org/gsea) is végeztünk. 
 
 
               dc_206_11
78 
4. táblázat: A metaanalízisünkben felhasznált azon microarray vizsgálatok legfőbb adatai, ahol az eredeti microarray adatok nem voltak 
elérhetőek. Ezekben az esetekben a vizsgálandó génlistákat a táblázatban bemutatott szempontok szerint a szerzők által közölt eredményekből 
választottuk ki. Rövidítések: ACA: mellékvesekéreg-adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma, APA: aldoszterontermelő adenoma, CPA: 
kortizoltermelő adenoma, IA: hormonálisan inaktív adenoma. 
 
Publikáció Minták megoszlása Génlisták leírása 
Gének 
száma 
Giordano és mtsai. [36] 
3 normális mellékvese, 4 
ACA, 11 ACC 
Szignifikáns génexpressziós változások a nem-ACC (normális mellékvesék és ACA) 
és ACC csoportok között (http://oncomine.org) 
192 
Velázquez-Fernández és 
mtsai. [49] 
13 ACA, 7 ACC 
Az ACA és ACC szövetek között legnagyobb expressziós növekedést, illetve 
csökkenést mutató 15-15 gén 
30 
Slater és mtsai. [50] 
10 normális mellékvese, 10 
ACA, 10 ACC 
Szignifikáns génexpressziós változások a normális mellékvese és ACA szövetek 
között 
42 
Szignifikáns génexpressziós változások a normális mellékvese és ACC szövetek 
között 
148 
Szignifikáns génexpressziós változások a ACA és ACC szövetek között 74 
Szignifikáns génexpressziós változások a gyermekkori ACA és ACC szövetek között 52 
Fernandez-Ranvier és 
mtsai. [45] 
74 ACA, 11 ACC 
QRT-PCR-rel ellenőrzött szignifikáns génexpressziós változásokaz ACA éa ACC 
szövetek között 
19 
Fernandez-Ranvier és 
mtsai. [46] 
43 ACA, 11 ACC 
A 11q13 kromoszómarégió szignifikáns expressziós változás mutate génjei az ACA 
és ACC szövetek között 
25 
West és mtsai. [195] 
7 normális mellékvese, 5 
ACA, 18 ACC 
Szignifikáns génexpressziós változások  a gyermekkori mellékvesekéreg tumorok 
(ACA és ACC) és a normális mellékvesék között 
1019 
Laurell és mtsai. [196] 
4 normális mellékvese, 17 
ACA, 11 ACC 
Szignifikáns génexpressziós változások a nem-ACC (normális mellékvesék és ACA) 
és ACC csoportok között 
262 
Szignifikáns génexpressziós változások az IA és APA szövetek között 378 
Szignifikáns génexpressziós változások az CPA és APA szövetek között 377 
Soon és mtsai. [39] 
6 normáls mellékvese, 16 
ACA, 12 ACC 
Szignifikáns génexpressziós változások a nem-ACC (normális mellékvesék és ACA) 
és ACC csoportok között 
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A GSEA során a „c1: positional gene sets” génlistákat használtuk. Az elérhető 386 
génlista minden olyan kromoszómarégiót tartalmaz, amely jelen ismerteink szerint legalább 
egy gént kódol. A statisztikai elemzéshez a szignifikancia szintet p<0,05 és a FDR-t <0,25-re 
állítottuk be *197].  
 
4.3.9.2.3.  A szabadon elérhető génexpressziós (mRNS) microarray adatok  
  és az irodalomban közölt citogenetikai eltérések korrelációja 
 
A következő lépésben megkíséreltük azon géneket azonosítani, amelyek expressziós 
változásainak hátterében kromoszomális eltérések állnak. Ennek során a GSEA 
eredményeiből kiválasztottuk azon kromoszómarégiókat, amelyeken a felül-, illetve 
alulexpresszált gének szignifikánsan dúsultak és az adott kromoszómarégió eltéréseit az 
irodalmi adatok is alátámasztották.  
 Ezt követően a GSEA Software v2.0 Leading Edge Analysis (LEA) moduljának 
segítségével kiválasztottuk a kromoszómarégiók azon génjeit, amelyek a vizsgált csoportok 
között a legnagyobb expressziós különbséget mutatták. A vezetőélbe („Leading Edge”) 
tartozó gének a szignifikáns expressziós dúsulás fő alkotóelemeit jelentik, amelyek a 
legnagyobb expressziós változásoknak felelnek meg az adott kromoszómarégión *160, 197]. 
E módszer révén azonosíthattuk azon géneket, melyek expressziós változásainak hátterében 
kromoszomális okok állnak, és e génlistákat útvonalelemzésnek vetettük alá. 
 
4.3.9.2.4.  Az azonos mintákon, párhuzamosan végzett génexpressziós 
(mRNS) microarray és CGH vizsgálatok eredményeinek 
korrelációja 
 
Mivel a korábbi vizsgálatokban a génexpressziós és citogenetikai vizsgálatokat nem 
ugyanazon mellékvesekéreg mintákon végezték, a génexpressziós és citogenetikai változások 
korrelációja csak közvetetten volt lehetséges. A közvetlen korreláció lehetővé tétele 
érdekében saját mintáinkon párhuzamos mRNS microarray és CGH vizsgálatot végeztünk, 
amelynek módszere a fentieknek megfelelően zajlott. Ennek során a GSEA-t saját microarray 
adatainkon végeztük el, majd a szignifikáns dúsulást mutató kromoszómarégiók génlistái 
közül azokat vontuk „vezetőél elemzés” (Leading Edge Analysis) alá, amelyek esetén az adott 
kromoszómarégió eltérése a párhuzamos CGH vizsgálattal is kimutatható volt. E 
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megközelítéssel ki tudtuk választani azon géneket, amelyek expressziós változásainak 
hátterében az adott mintákban egyidejűleg kimutatható kromoszómaaberrációk állnak. E 
génlistákon is útvonalelemzést végeztünk. 
 
4.3.9.3. Szekvenciavariánsok in silico keresése 
Az in silico genomikai vizsgálatok során a multiplex endokrin neoplasia 1-es és 2-es típusáért 
felelős gének (MEN1 gén és RET protoonkogén), a glükokortikoidreceptor, a szteroidhormon 
bioszintézisben és lebontásban szereplő fehérjék génjeinek és a hisztamin bioszintézisében, 
hatásában és lebontásában szerepet játszó fehérjék génjeinek szekvencia variánsait a BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov) program segítségével a publikus 
szekvenciák vizsgálatával kerestük. A kódoló szekvenciák vizsgálatához az nr (nem redundáns 
GenBank + EMBL + DDBJ + PDB szekvenciák) és a htgs (high throughput genomic sequences) 
adatbázisokat használtuk, míg a nem kódoló szekvenciák analíziséhez a Human Genome 
adatbázist. A glükokortikoidreceptorban azonosított szekvenciavariánsok potenciális 
funkcionális következményeit háromdimenziós molekuláris modellezéssel vizsgáltuk. Az 
ábrákat a Swiss-Pdb Viewer és POV-Ray programok segítségével állítottuk elő [198]. 
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5. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS 
5.1.  Mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS expressziós mintázatának 
vizsgálata 
 
A mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS expressziós mintázatát TLDA kártyákon vizsgáltuk 4 
vizsgálati csoportban, csoportonként 4 mintán (n=16): ép mellékvesekéreg, hormonálisan 
inaktív adenomák, kortizoltermelő adenomák és kortizoltermelő rosszindulatú 
mellékvesekéreg-carcinoma (ACC) csoportokban. A TLDA kártyák 365 humán mikroRNS és 
két referencia gén (RNU44 és RNU48) vizsgálatát tették lehetővé. 
A ciklus küszöbértékek (CT) szórásának vizsgálata alapján a legkisebb szórást mutató 
RNU48 kis molekulasúlyú RNS-t választottuk referencia (housekeeping) génnek. Összesen 22 
szignifikánsan változó mikroRNS-t találtunk (ANOVA, p < 0.05). A 22 szignifikáns expressziós 
eltérést mutató mikroRNS-t és a vizsgált 16 mintát a normalizált mikroRNS expressziós 
eredmények alapján hierarchikus klaszter (cluster) elemzésnek vetettük alá, amelynek során 
az azonos csoportba tartozó minták együtt csoportosultak. A 10. ábrán látható mikroRNS 
expressziós hőtérkép ("heat map") a klaszter elemzés eredményét mutatja be. 
A 22 szignifikánsan eltérő mikroRNS közül 14 mikroRNS (hsa-miR-181b, hsa-miR-
181d, hsa-miR-184, hsa-miR-196b, hsa-miR-210, hsa-miR-214, hsa-miR-215, hsa-miR-222, 
hsa-miR-375, hsa-miR-424, hsa-miR-503, hsa-miR-506, hsa-miR-511, hsa-miR-615) 
validálását végeztük el valós idejű qRT-PCR-rel és ennek során a vizsgálati minták számát is 
megnöveltük (n=36: 10 ép mellékvesekéreg szövet, 10 hormonálisan inaktív és 9 
kortizoltermelő adenoma, valamint 7 kortizoltermelő ACC). 
A 14 mikroRNS közül hat validálása sikerült (hsa-miR-184, hsa-miR-210, hsa-miR-214, 
hsa-miR-375, hsa-miR-503 és hsa-miR-511) (11. ábra). 
Ez a sikerességi arány hasonló ahhoz, amit más munkacsoportok is elértek az 1-es 
verziójú TLDA kártya eredményeinek validálása során *199]. E gyenge validálási hatékonyság 
hátterében tapasztalataink szerint elsősorban technikai problémák állhatnak. Ezek közé 
tartozik a minták betöltésének pontatlansága és a centrifugálás egyenetlensége, valamint a 
kártyán belüli technikai párhuzamosok hiánya. 
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10. ábra: A mellékvesekéreg-daganatokban szignifikánsan eltérő kifejeződést mutató 
mikroRNS-ek listája (A) és hőtérképe (B). Rövidítések: NA: ép mellékvese; IA: inaktív 
adenoma; CPA: kortizoltermelő adenoma; ACC: kortizoltermelő mellékvesekéreg-
carcinoma.A piros szín az expresszió fokozódását, a zöld az expresszió csökkenését, a szürke 
pedig a nem kimutatható miRNS-eket jelöli. 
 
Az utóbbi problémát kiküszöbölhetnénk a minták ismételt lemérésével, de 
költséghatékonysági okokból inkább a szignifikánsan változó mikroRNS-ek expressziójának 
„gold standard” módszerét, a valós idejű qRT-PCR-rel történő validálását választottuk a 
minták számának egyidejű növelésével [200, 201]. 
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11. ábra: A mellékvesekéreg-daganatok között szignifikánsan eltérő, 6 validált mikroRNS 
expressziós változásai.  
Az ábrán az ép mellékvese szövetekhez viszonyított relatív mikroRNS expressziós változásokat 
(ddCT) tüntettük fel az egyes csoportokban (átlag±SEM). NA: ép mellékvese; IA: inaktív 
adenoma; CPA: kortizoltermelő adenoma; ACC: mellékvesekéreg-carcinoma. *: egyutas 
ANOVA, p < 0.05, post hoc teszt: Scheffé.  
(A) ACC-ban fokozott (B) ACC-ban csökkent expressziójú miRNS-ek. 
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Eredményeinket összesítve a hsa-miR-184 és hsa-miR-503 kifejeződése szignifikánsan 
nagyobb mértékű volt a rosszindulatú daganatokban az ép mellékvesekéreg szövethez és 
benignus adenomákhoz viszonyítva, míg a hsa-miR-210 kifejeződése a kortizoltermelő 
carcinomákban szignifikánsan magasabb volt a kortizoltermelő adenomákhoz képest. A hsa-
miR-184 kizárólag rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatokban fejeződött ki. A hsa-miR-214 
és hsa-miR-511 expressziója szignifikánsan csökkent volt a többi csoporthoz képest a 
rosszindulatú daganatokban. A hsa-miR-375 expressziója ugyanakkor az ép szövetekben volt 
szignifikánsan magasabb a kortizoltermelő adenomákhoz és a carcinomákhoz viszonyítva. Az 
onkogén-tumorszuppresszor kettősség fogalmát a mikroRNS-ekre is alkalmazva [114], a hsa-
miR-184, hsa-miR-503 és hsamiR-210 onkogén, míg a hsa-miR-214, hsa-miR-511 és hsa-
miR-375 tumorszuppresszor funkciójú mikroRNS-nek tartható mellékvesekéreg-
daganatokban.  
E hat szignifikánsan eltérő kifejeződést mutató mikroRNS élettani és daganatbiológiai 
jelentőségéről több adat ismert. A hsa-miR-375 szerepet játszik az emberi hasnyálmirigy 
fejlődésében [202], és az az inzulin bioszintézis és a glükóz által stimulált inzulin szekréció 
szabályozásában is részt vesz [131]. A hsa-miR-375 fokozott kifejeződése egérben a pancreas 
β-sejtek számának csökkenése nyomán diabetes mellitusra vezethet, ami antiproliferatív 
hatását jelzi *203]. Sejtproliferációt gátló, tumorszuppresszor jellegű hatását több daganat 
mikroRNS expressziós vizsgálata támogathatja, mivel hasnyálmirigy ductális 
adenocarcinomában [204], gyomor carcinomában [205] és squamosus nyelőcső-
carcinomában is csökkent expresszióját írták le [206]. Vizsgálatainkban is csökkent 
kifejeződését észleltük a kortizoltermelő mellékvesekéreg-daganatokban. Ezzel szemben a 
hsa-miR-375 kifejeződését prosztatarákban fokozottnak találták [207], ami a mikroRNS-ek 
szövetspecifikus hatásának példájaként szolgálhat, ugyanis egy adott mikroRNS egyik 
szövetben tumorszuppresszor, másikban onkogén hatású is lehet. Érdemes megemlíteni azt 
a megfigyelést is, hogy a hsa-miR-375 kifejeződését szignifikánsan alacsonyabbnak találták a 
β-katenin mutáció talaján kialakuló jó- és rosszindulatú hepatocelluláris carcinomákban a 
vad típusú daganatokhoz viszonyítva. A β-katenin és a hsa-miR-375 között követlen 
kölcsönhatás is lehetséges *208], ami különösen érdekes lehet arra tekintettel, hogy a Wnt-
β-katenin útvonal a mellékvesekéreg-daganatok patogenezisében is nagy fontosságú *5].  
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A mellékvesekéreg-carcinomákban eredményeink szerint csökkent kifejeződésű hsa-
miR-511 expresszió csökkenését a petefészek serosus carcinomáiban és endometroid 
carcinomákban is kimutatták [209]. A vizsgálataink szerint mellékvesekéreg-carcinomákban 
tumorszuppresszornak minősíthető hsa-miR-214 csökkent expresszióját cervix-carcinomában 
is igazolták [210]. Szemben a mellékvesekéreg- és cervix-carcinomákban észlelt csökkent 
kifejeződésével, a hsa-miR-214 számos más daganatban fokozott kifejeződést mutat, így 
onkogén hatású lehet (pancreas-, szájüregi squamosus, petefészek-, gyomor-carcinoma 
[211-214], ami ismét a mikroRNS-ek szövetspecifikus hatását támasztja alá. 
A fokozott kifejeződést mutató, mellékvesekéreg-daganatokban onkogénnek 
minősíthető hsa-miR-503 biológiai jelentőségét több in vitro vizsgálatban tanulmányozták. 
Az in vitro megfigyelések elsősorban a hsa-miR-503 sejtszaporodást gátló, differenciálódást 
elősegítő hatását jelzik: 1. colon carcinoma és osteosarcoma sejtvonalakon a hsa-miR-503 a 
G1/S ellenőrzőponton a ciklin-dependens kináz 2 (CDK2) ativálásához szükséges CDC25A 
foszfatáz poszttranszkripciós gátlásával a sejtciklus blokkját eredményezte [215]; 2. egér 
myoblast sejtek és a THP-1 humán leukaemia sejtvonal differenciálódását indukálta [216]. A 
hsa-miR-503 és a ciklin D1 (CCND1) között közvetlen kapcsolatot is kimutattak [216]. 
Mindezen megfigyelések a hsa-miR-503 tumorszuppresszor funkciójára utalnak, ugyanakkor 
saját eredményeink mellett más daganatok vizsgálata során tett megfigyelések is onkogén 
hatását jelzik. Retinoblastoma szövetekben a hsa-miR-503 kifejeződése több mint négyszeres 
emelkedettséget mutatott az ép retina szövetekhez képest [217]. Mellékpajzsmirigy 
carcinomákban is fokozott kifejeződését írták le [146]. 
Mellékvesekéreg-carcinomákon tett megfigyeléseinkhez hasonlóan a hsa-miR-184 
fokozott kifejeződést mutatott a nyelv squamosus sejtes carcinomájában [218] és prosztata 
carcinomában [219], ugyanakkor egy másik vizsgálatban az utóbbi daganatban csökkent 
expresszióját találták [220]. Csökkent expresszióját igazolták világossejtes veserákban [221], 
és neuroblastomában [222, 223] is. 
Eredményeink szerint a hsa-miR-210 szignifikánsan magasabb expressziót mutatott a 
kortizoltermelő mellékvesekéreg-carcinomákban a kortizoltermelő adenomákhoz képest. A 
hsa-miR-210 szoros kapcsolatban áll a különböző hypoxiás állapotokkal, ami a 
mellékvesekéreg-carcinomák sajátossága is [224]. A hsa-miR-210 szerepét számos folyamat 
szabályozásában vetették fel, így az angiogenezis, sejtciklus és az energiametabolizmus 
folyamataiban is. Mellékvesekéreg-carcinomában az érújdonképződés szabályozásában 
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alapvető fontosságú vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGF) kifejeződése fokozott 
mértékű *225]. Emlődaganatokban a hsa-miR-210 kifejeződésát a VEGF expresszióval, a 
hypoxia és az angiogenezis mértékével hozták összefüggésbe [226]. A hsa-miR-210 fokozott 
kifejeződését számos más daganatban, így glioblastomában, melanomában, világossejtes 
veserákban és tüdőrákban is leírták [226]. Fontos kérdésként merül fel, hogy a hsa-miR-210 
fokozott kifejeződése a hypoxia következtében kialakuló másodlagos eltérés, vagy a 
daganatok kialakulásában alapvető onkogén tényező. A helyzetet tovább bonyolítják azon 
megfigyelések is, hogy e mikroRNS fokozott expressziója humán pancreas és fej-nyak 
carcinoma sejtvonalon a tumorsejtek növekedésének gátlását eredményezte [226], így egyes 
szövetekben tumorszuppresszor hatású is lehet. Érdekes következtetésekre adhat alapot az a 
megfigyelés is, hogy a hsa-miR-210 génje a 11p15.5-ös lókuszon található, ugyanott, ahol a 
mellékvesekéreg-carcinoma patogenezisében alapvető jelentőségűnek tartott IGF-2 
géncsoport is elhelyezkedik [5]. Nem zárható ki annak lehetősége, hogy a hsa-miR-210 és az 
IGF-2 expressziójának mellékvesekéreg-carcinomára jellemző növekedése között kapcsolat 
lehetséges. 
Mint az előzőekből látható, számos megfigyelés támasztja alá a mikroRNS-ek 
szövetspecifikus hatását, ami megmagyarázza azt a jelenséget, hogy egy adott mikroRNS az 
egyik szövetben tumorszuppresszor, míg a másikban onkogén hatású is lehet. Mindezek 
alapján célszerűnek tűnik, hogy a mikroRNS-ek hatásának felderítéséhez a cél mRNS-ek 
azonosítását szövetspecifikus módszerrel kíséreljük meg. 
 
5.1.1.  A mellékvesekéreg rosszindulatúságát jelző mikroRNS 
biomarkerek azonosítása 
 
A mikroRNS-ek több daganat osztályozásában és rosszindulatú viselkedésének 
megállapításában bizonyultak hasznosnak. Egyes esetekben mikroRNS markerek segítségével 
olyan daganatok jó- és rosszindulatú formái is elkülöníthetők, amelyek esetében a szövettani 
vizsgálat nehézségekbe ütközik (pl. pajzsmirigy follicularis adenoma és carcinoma) [145]. 
Mivel a mellékvesekéreg-daganatok esetében is gyakran nehéz a szövettani vizsgálat alapján 
a rosszindulatúság kérdésének eldöntése, megvizsgáltuk a mellékvesekéreg-carcinomák és 
egyéb mellékvesekéreg szövetek között legnagyobb ciklusküszöb különbséget (deltaCT (cycle 
threshold)) mutató három mikroRNS (hsa-miR-184, hsa-miR-503, hsa-miR-511) és ezek 
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kombinációinak biomarkerként történő alkalmazási lehetőségét hatásfokmérő 
karakterisztikával (ROC analízis). A görbe alatti területek (Area Under the Curve=AUC) 
meghatározása során a dCThsa-miR-511 (AUC=0.985), a dCThsa-miR-511-dCThsa-miR-503 (AUC=0.995) 
valamint a dCThsa-miR-511-dCThsa-miR-184 (AUC=0.970) bizonyult a rosszindulatúság eldöntésére 
alkalmas biomarkernek (12. ábra). A jó- és rosszindulatú daganatok elkülönítésére 
legalkalmasabb markernek a hsa-miR-511 és a hsa-miR-503 expressziós különbsége 
bizonyult: a diagnosztikai döntési szintet (cut-off-ot) 1,4-re beállítva (mellékvesekéreg-
carcinoma a diagnózis, ha az adott mintában a dCThsa-miR-511-dCThsa-miR-503 ≥ 1.4) 100%-os 
érzékenységgel és 97%-os fajlagossággal jelzi a rosszindulatúságot. Ez az eredmény 
gyakorlati szempontból is nagy jelentőségű lehet. Mivel vizsgálatunkban összesen csak 7 
rosszindulatú mellékvesekéreg-daganat vizsgálatára volt módunk, e biomarker gyakorlati 
alkalmazásához további nagyobb elemszámú, független mintacsoporton végzett megerősítő 
vizsgálatok szükségesek. 
 
 
12. ábra: A mellékvesekéreg-carcinomák elkülönítésére legalkalmasabb mikroRNS 
biomarkerek hatásfokmérő karakterisztika (ROC) görbéi. 
dCT: ciklusküszöb különbség (delta cycle threshold, RNU48-ra normalizált CT érték); AUC: 
ROC görbe alatti terület (Area Under the Curve). 
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5.1.2. Összevetés más munkacsoportok eredményeivel 
Eredményeink közlését követően további négy a mellékvesekéreg-daganatok mikroRNS 
expresszióját vizsgáló tanulmány látott napvilágot [227-230]. Ezek közül három felnőttkori, 
egy pedig gyermekkorban manifesztálódó daganatokat vizsgált.  
Soon és mtsai. microarray technikával 27 sporadikus mellékvesekéreg-adenoma, 22 
sporadikus carcinoma és 6 ép mellékvesekéreg szövet mikroRNS expressziós profilját 
vizsgálták [227]. 23 mikroRNS szignifikáns expressziós eltérését igazolták a jó- és 
rosszindulatú daganatok között. Bár a szignifikánsan eltérő mikroRNS-ek száma e 
tanulmányban és vizsgálatunkban igen hasonló (23 ill. 22), mindössze két mikroRNS volt a 
két listában közös (a carcinomákban fokozott kifejeződést mutató hsa-miR-503 és hsa-miR-
181b). Soon és mtsai. tanulmányában a mellékvesekéreg-daganatok ép mintákkal történő 
összehasonlítása során csupán két mikroRNS expressziója különbözött szignifikánsan: a hsa-
miR-7 és a hsa-miR-129-3p egyaránt csökkent mértékben fejeződött ki a daganatokban az ép 
szövetekhez képest. Négy szignifikánsan változó mikroRNS (hsa-miR-335, hsa-miR-483-5p, 
hsa-miR-195, hsa-miR-7) validálását végezték el qRT-PCR-rel, amelynek során belső 
kontrollnak saját munkánkhoz hasonlóan az RNU48-at alkalmazták. A hsa-miR-195 csökkent, 
míg a hsa-miR-483-5p fokozott expresszióját a mellékvesekéreg-carcinoma kedvezőtlen 
kimenetelével hozták összefüggésbe [227].  
Soon és mtsai, valamint saját eredményeink közötti különbségek hátterében több 
tényező állhat. Bár Soon és mtsai. nagyobb mintaszámú csoportokat vizsgáltak, az egyes 
daganatok hormontermelő képességét nem vették figyelembe. Ezzel szemben saját 
vizsgálatainkban a mellékvesekéreg-adenomákon belül hormonálisan inaktív és 
kortizoltermelő daganatokat különböztettünk meg és valamennyi mellékvesekéreg-
carcinoma mintánk kortizoltermelő daganatból származott. Ismert, hogy mind a jó-, mind a 
rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatokban kimutattak glükokortikoidreceptorokat, 
amelyek fokozott kifejeződését mutatták ki mellékvesekéreg-carcinomákban [231]. 
Munkacsoportunk eredményei szerint a glükokortikoidok befolyásolhatják a mikroRNS 
expressziós mintázatot mellékvesekéreg sejtvonalon [Butz H és Patócs A, személyes közlés]. 
Véleményünk szerint, a hormontermelést a daganatok mikroRNS expressziós vizsgálata 
során célszerű ezért figyelembe venni. A másik fontos különbség a két vizsgálat között, hogy 
vizsgálatunkban a kontrollként használt ép mellékvese minták rosszindulatú vesedaganat 
               dc_206_11
89 
miatt operált betegektől származtak, míg Soon és mtsai-tanulmányában a mellékvesekéreg-
adenoma melletti épnek minősített mellékvesekéreg szövetet használtak fel. Papilláris 
pajzsmirigy carcinomák vizsgálata során igazolták, hogy a carcinomával szomszédos, 
szövettanilag épnek minősített szövetben a hsa-miR-221 a tumorszövethez hasonlóan 
fokozott expressziót mutatott [144]. Felmerülhet annak a lehetősége, hogy Soon és mtsai. 
tanulmányában azért észleltek csekély különbséget az ép és daganatos mellékvesekéreg 
szövetek mikroRNS expressziós profiljában, mert ez a jelenség mellékvesekéreg-daganatok 
esetében is előfordulhat.  
Patterson és mtsai. vizsgálatában 26 jó- és 10 rosszindulatú mellékvesekéreg-daganat 
(hormonálisan inaktív és kortizoltermelő) mikroRNS expressziós mintázatát hasonlították 
össze egészséges donorokból származó ép mellékvesekéreg szövetekkel [229]. Itt is 23 
szignifikánsan eltérő expressziót mutató mikroRNS-t azonosítottak, amelyek közül 18 
csökkent (köztük a hsa-miR-214), 5 pedig fokozott mértékben fejeződött ki mellékvesekéreg-
carcinomákban. Valós idejű qRT-PCR-rel validálták a hsa-miR-483-5p fokozott, valamint a 
hsa-miR-195 csökkent expresszióját. A rosszindulatú daganatok markereként a hsa-miR-483-
5p expressziójának vizsgálata 100%-os pozitív és 92%-os negatív prediktív értékkel bírt (80%-
os érzékenység és 100%-os fajlagosság). Érdekes molekuláris mechanizmus lehetőségét veti 
fel az a megfigyelés, hogy a hsa-miR-483-5p génje az IGF-2- gén 2-es intronjában található, 
ami a két gén közös szabályozásának lehetőségére utalhat [229]. 
A legújabb közleményben Schmitz és mtsai. [230] 4 ép mellékvese, 9 
mellékvesekéreg-adenoma, 4 carcinoma és 3 távoli áttét mikroRNS expressziós mintázatát 
vizsgálták TaqMan kártya felhasználásával. Vizsgálatukban formalin fixált, paraffinos (FFPE) 
blokkokat használtak, ami mellékvesekéreg-daganatokban is igazolja ezek alkalmazhatóságát 
a mikroRNS mintázat vizsgálatában. Egy 38 mikroRNS-ből álló készlet segítségével a 
mellékvesekéreg-carcinomákat sikeresen tudták elkülöníteni az adenomáktól. E mikroRNS 
készletben megtalálható a vizsgálatunkban is azonosított hsa-miR-511, hsa-miR-503, hsa-
miR-214 és hsa-miR-215, amelyek expressziója a mi eredményeinkkel azonos módon 
változott. A három legnagyobb expressziós eltérést mutató mikroRNS valós idejű qRT-PCR 
validálásával a hsa-miR-139-3p, a hsa-miR-675 és a hsa-miR-335 csökkent kifejeződését 
találták rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatokban [230]. 
Érdemes még megemlíteni a negyedik, gyermekkori mellékvesekéreg-daganatok 
vizsgálatára vonatkozó tanulmányt [228]. E tanulmányban 26 mikroRNS expressziója 
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mutatott szignifikáns eltérést a mellékvesekéreg-daganatokban (6 fokozott, 20 csökkent 
kifejeződésű). A hsa-miR-195 szignifikánsan csökkent, míg a hsa-miR-483-5p szignifikánsan 
fokozott kifejeződést mutatott a rosszindulatú daganatokban [228], ami egyezik Soon és 
mtsai illetve Patterson és mtsai megfigyelésével [227, 229]. Az általunk vizsgált 
mellékvesekéreg-carcinomákban észlelt eltérésekhez hasonlóan a hsa-miR-375 és a hsa-miR-
214 csökkent, a hsa-miR-503 pedig fokozott kifejeződést mutatott a gyermekkori 
mellékvesekéreg tumorokban. A hsa-miR-99a és hsa-miR-100 csökkent kifejeződését 
igazolták, és in vitro kísérletekkel kimutatták, hogy ezek az IGF-1R - mTOR (mammalian 
target of rapamycin) útvonal működését befolyásolhatják. Ezek alapján felmerül ezen 
útvonal terápiás befolyásolásának lehetősége is [228]. 
E négy tanulmány és saját vizsgálatunk valós idejű qRT-PCR módszerrel validált 
eredményeit összehasonlítva viszonylag kevés átfedést találunk. Összesen öt olyan 
mikroRNS-t (hsa-miR-483-5p, hsa-miR-195, hsa-miR-100, hsa-miR-125b, hsa-miR-214, hsa-
miR-375, hsa-miR-503) találunk, amelyek szignifikáns expressziós különbségeit legalább két 
tanulmányban validálták. Ennek hátterében szerepet játszhatnak az eltérő csoportosítási 
szempontok, az alacsony mintaszám, a metodika és statisztikai módszerek különbségei. 
Mindezek alapján további, nagy elemszámú, független vizsgálati csoportokon végzendő 
vizsgálatokra van szükség ahhoz, hogy a mikroRNS-ek expressziós mintázatára és 
biomarkeként történő alkalmazásukra vonatkozó, a gyakorlatban széleskörűen használható 
ismeretekre tehessünk szert. 
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5.2.  Új módszer kifejlesztése a mikroRNS-ek cél mRNS-einek azonosítására  
(szövetspecifikus target predikció) és útvonalelemzés mellékvesekéreg-
daganatokban 
 
Bár a mikroRNS expresszió eltérései patogenetikai eltéréseket jelezhetnek, biológiai 
jelentőségük igazolásához ezek cél mRNS-einek azonosítása szükséges. A számítógépes 
predikciós algoritmusokkal in silico azonosított cél mRNS-ek száma túl nagy és ezek biológiai 
relevanciája nem ismert. A mellékvesekéreg-daganatokban igazolt hat szignifikáns mikroRNS 
pontenciális cél mRNS-eit három predikciós algoritmussal (Targetscan, Pictar és MiRBase) 
vizsgáltuk. Mivel jelenleg nincsen egyértelmű állásfoglalás az egyes algoritmusok 
hatékonyságát illetően, a három algoritmus eredményét integráltuk egy saját fejlesztésű 
adatbáziskezelő alkalmazás segítségével. Így a hat mikroRNS-re összesen 17868 potenciális 
mRNS-t került azonosításra, ami az összes mRNS-re vetítve is tekintélyes számot jelent. Mivel 
egy adott mRNS-t a hat mikroRNS közül több is szabályozhat, ez összesen 13147 különböző 
cél mRNS-t jelent. A miRBase 7140, a TargetScan 11336, a PicTar pedig 667 szóbajövő cél 
mRNS-t azonosított a hat szignifikáns mikroRNS-nek megfelelően. A cél mRNS-ek közül 1275 
mutatott legalább két algoritmus között átfedést, ami az összes szóbajövő célpont 7%-át 
teszi ki. 
Ahhoz, hogy az in silico kiválasztott cél mRNS-ek közül kiválaszthassuk azokat, 
amelyek biológiailag relevánsak lehetnek, egy új, szövetspecifikus módszert dolgoztunk ki, 
amely ugyanazon mintákon végzett párhuzamos mikroRNS és mRNS expressziós 
mintázaton alapul.  
 
5.2.1. Teljes genom génexpressziós vizsgálatok 
Ugyanazon a 16 mintán, amelyben a mikroRNS-ek kifejeződésének mintázatát TLDA 
kártyákkal vizsgáltuk, teljes genom génexpressziós (mRNS) microarray vizsgálatot is 
végeztünk Agilent 4x44 K kártyákon. A 4 vizsgálati csoportban 614 gén mutatott szignifikáns 
expressziós eltérést (p<0,05). Ezek között több, már korábban leírt gént találtunk, pl. a 
mellékvesekéreg-carcinomában fokozott expressziót mutató IGF-2-t, a topoizomeráz 2A-t 
(TOP2A) [36], amelyeket valós idejű RT-PCR-rel mi is validálni tudtunk. A sejtciklus 
szabályozásában kulcsfontosságú szerepet játszó ciklin B2 (CCNB2) kifejeződését 
mellékvesekéreg-carcinomákban több mint 14-szeresnek találtuk a másik három csoporttal 
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összehasonlítva. A további sejtciklust szabályozó gének közül a cell division cycle 2 és 25C 
(CDC2 és CDC25C) expresszióját szintén szignifikánsan magasabbnak találtuk 
mellékvesekéreg-carcinomákban az ép szövethez és benignus adenomákhoz képest. Ezzel 
szemben a CDKN1C szignifikáns expresszió csökkenést mutatott a carcinoma csoportban.  
 
5.2.2.   A cél mRNS-ek körének szűkítése a teljes genom génexpressziós 
eredmények felhasználásával 
 
Az mRNS mintázat alapján kiszűrhetők azon mRNS-ek, amelyek nem expresszálódnak, így 
nem állhatnak mikroRNS-ek általi szabályozás alatt. A microarray alapján nem 
expresszálódó mRNS-eket a potenciális cél mRNS-ek köréből kiszűrve, a hat szignifikánsan 
változó mikroRNS szóbajövő cél mRNS-einek számát számottevően tudtuk csökkenteni (5. 
táblázat).  
Második lépésben a szóbajövő cél mRNS-ek körét úgy csökkentettük tovább, hogy a 
mikroRNS-ekkel ellentétes változást mutató mRNS molekulákat kerestünk. Újabb 
eredmények alapján ugyanis, a mikroRNS-ek hatása döntően az mRNS-ek lebomlásán 
keresztül érvényesül [124, 125], miáltal az mRNS mintázat jól tükrözi a mikroRNS-ek hatását: 
az adott mikroRNS expressziójának fokozódása a cél mRNS expressziójának csökkenésével jár 
és fordítva. GSEA módszerrel kerestük az eltérő változást mutató mRNS-eket. 
 
miRNS TargetScan PicTar miRBase 
Összes 
prediktált 
célpont 
Összes prediktált 
szövetspecifikus célpont 
NA IA CPA ACC 
miR-184 609 17 1164 1683 771 906 905 909 
miR-503 1547 NP 1225 2617 1359 1642 1635 1573 
miR-511 3045 NP 1064 3945 2295 2615 2658 2536 
miR-214 3874 528 1427 5252 2870 3463 3470 3367 
miR-375 1790 107 1158 2871 1537 1781 1804 1744 
miR-210 471 15 1102 1500 687 793 807 784 
5. táblázat: A szignifikáns expressziós eltérést mutató 6 mikroRNS három algoritmus által 
azonosított célpontjainak valamint a négy vizsgálati csoportban expresszálódó, 
szövetspecifikus cél mRNS-einek száma; NA: ép mellékvese; IA: inaktív adenoma; CPA: 
kortizoltermelő adenoma; ACC: mellékvesekéreg-carcinoma; NP: nem prediktált (=nem 
vizsgált). 
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A GSEA-t a négy vizsgálati csoport valamennyi olyan összehasonlításában elvégeztük, 
ahol szignifikáns mikroRNS expressziós eltérést tudtunk kimutatni. Az ép mellékvese vs. 
mellékvesekéreg-carcinoma összehasonlításban összesen 1306, az inaktív adenoma vs. 
carcinoma összehasonlításban 647, a kortizoltermelő adenoma vs. carcinoma 
összehasonlításban 570, míg az ép mellékvese vs. kortizoltermelő adenoma párosítás esetén 
451 ellentétes irányban változó, szövetspecifikus targetet tartalmazó listákat kaptunk, és 
ezzel a szóbajövő mRNS célpontok halmazát összesen kb. 700-ra sikerült csökkenteni, ami 
már egy viszonylag jól kezelhető mennyiség.  
A szövetspecifikus predikciós módszerünkhöz hasonló megközelítéseket nemrégiben 
más munkacsoportok is közöltek. A Gennarino és mtsai. által kifejlesztett HOCTAR (Host 
Gene Oppositely Correlated Targets) program azt a megfigyelést használja ki, hogy a 
mikroRNS-eket kódoló gének gyakran a fehérjét kódoló gének intronikus szakaszain 
helyezkednek el, így ezek a mikroRNS-ek az őket hordozó gének részeként kerülnek átírásra. 
A HOCTAR alkalmazása során azt tételezik fel, hogy a mikroRNS-t hordozó gének és a 
mikroRNS cél mRNS-ek expressziója ellentétes irányban változik. A HOCTAR az eddig használt 
target predikciós algoritmusokkal szemben megbízhatóbbnak bizonyult a már korábban 
validált mikroRNS-mRNS kölcsönhatások azonosítása terén [232]. Módszerünkkel összevetve 
e módszer hátránya lehet, hogy az adott szövetben nem közvetlenül vizsgálja a mikroRNS 
expressziós mintázatot, és csak az intronikus elhelyezkedésű mikroRNS-ek célpontjainak 
azonosítására nyújt lehetőséget. Egy másik módszer, a GenMiR++ (Generative Model for 
miRNA Regulation) algoritmus a különböző szövetekben párhuzamosan elvégzett mRNS és 
mikroRNS expressziós microarray vizsgálatok eredményei alapján ellentétes expressziós 
eltérést mutató mikroRNS-mRNS kölcsönhatások felderítését célozza [233]. E megközelítés 
nagyban hasonlít a mi módszerünkhöz, de komoly eltérés, hogy a a GenMiR++ csak a 
TargetScan algoritmus eredményeit használja, míg a mi módszerünkben három különböző 
"in silico" algoritmus eredményeinek vizsgálatára van lehetőség. A mi módszerünkben e 
mellett nemcsak az ellentétes irányban változó mikroRNS-mRNS expressziós különbségeket 
tudjuk kimutatni, hanem a nem kifejeződő mRNS-ek kiszűrésével a biológiailag releváns 
célpontok körét tovább szűkíthetjük. 
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5.2.3. Útvonalelemzés a szövetspecifikus target predikció eredményei alapján 
A fenti módszerrel azonosított szövetspecifikus potenciális cél mRNS-eket IPA 
útvonalelemzésnek vetettük alá, ami a mellékvesekéreg-carcinomák ép mellékvese 
szövetekkel történő összehasonlítása során a sejtciklus G2-M szabályozó pontjának 
károsodását jelezte a mellékvesekéreg-carcinomában, mint a mikroRNS-ek által első helyen 
befolyásolt patogenetikai utat. Meg kell azonban jegyezni, hogy e potenciális mikroRNS-
mediált hatások csak bioinformatikai predikciók, amelyek igazolásához további, kísérleti 
vizsgálatok szükségesek. 
A mikroRNS célpontok útvonalelemzése mellett a teljes genom génexpressziós 
vizsgálat mRNS eredményeinek útvonalelemzését is elvégeztük, ami hasonló eredményre 
vezetett. 
Mindezek alapján a sejtciklus G2-M szabályozó pontjának károsodása mind az mRNS-
ek szintjén, mind pedig a mikroRNS-ek szintjén a mellékvesekéreg-carcinoma 
patogenezisének alapvető jelentőségű patomechanizmusát jelenti, vagyis az mRNS szinten 
észlelt eltérések egy részéért a mikroRNS-ek megváltozott expressziója lehet felelős (13. 
ábra). 
A sejtciklus G2/M ellenőrzőpontjának károsodása számos daganat patogenezisében 
alapvető jelentőségű eltérés [234]. Mellékvesekéreg-carcinomában számos génexpressziós 
eltérést azonosítottak, ami a sejtciklus zavarát jelzi. Sporadikus mellékvesekéreg-
carcinomában a G1/S átmenet szabályozásának zavarát, számos ciklin és ciklinekkel 
kapcsolatos gén expressziós eltérést írtak le (fokozott CCND1 expresszió, a CDKN1C-t kódoló 
gén funkcióvesztése, fokozott CCNE és G1-specifikus ciklin-dependens kináz (CDK2, CDK4) 
kifejeződés) [235, 236]. Génexpressziós microarray vizsgálatunk során a mellékvesekéreg-
carcinomában több, a G2/M ellenőrzőpont szabályozásában szereplő fehérjét kódoló gén 
(ciklin B (CCNB1, CCNB2), a CDC2, a CDC25B, a CDC25C és TOP2A) fokozott kifejeződését 
találtuk az ép szövetekhez viszonyítva. Mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonalakon (SW-13, 
H295R) számos kísérleti eredmény támasztja alá a sejtciklus eltéréseinek szerepét [237, 238]. 
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13. ábra: Az útvonalelemzés eredménye: sejtciklus G2/M ellenőrzőpontjának károsodása 
mellékvesekéreg-carcinomákban. 
Az egyes fehérjék közötti vonalak és nyilak az ismert molekuláris kölcsönhatásokat jelzik. A 
háromszögek a mellékvesekéreg-carcinoma és ép mellékvese minták között szignifikáns 
expressziós eltérést mutató mikroRNS-eket jelölik. Piros: szignifikáns expresszió növekedés; 
rózsaszín: nem szignifikáns mértékű expresszió fokozódás; sötétzöld: szignifikáns expresszió 
csökkenés; világoszöld: nem szignifikáns mértékű expresszió csökkenés.  
 
A sejtciklus szabályozásában szereplő SCF (SKP1/CUL1/F-box protein) komplex több 
tagjának fokozott kifejeződését találtuk mellékvesekéreg-carcinomákban. Az SCF komplex 
aktivitásának fokozódását számos daganat patogenezisével hozták összefüggésbe [239]. A 
génexpressziós microarray eredményeink szerint a sejtek DNS károsodásra adott válaszában 
szerepet játszó, TP53 által szabályozott Reprimo (RPRM) a mellékvesekéreg-carcinoma 
szövetekben szignifikánsan csökkent kifejeződést mutatott. Az RPRM fokozott kifejeződése a 
sejtciklus G2 fázisban kialakuló blokkját eredményezi [240], ami alapján felmerül, hogy 
kifejeződésének csökkenése a mellékvesekéreg-carcinoma sejtek szaporodásában játszhat 
szerepet.  
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E sejtciklus szabályozásában résztvevő gének mikroRNS-ek általi szabályozását nem 
mellékvesekéreg eredetű sejtvonalakon már igazolták. A CCND1 mRNS lebomlásában nem-
kissejtes tüdő carcinoma sejtvonalon a hsa-miR-34a [241], fej-nyak carcinoma és vese 
epitheliális sejtvonalon pedig a hsa-miR-503 játszik szerepet [217]. A mellékvesekéreg-
carcinomában csökkent kifejeződést mutató CDKN1C gátlásában glioblastoma sejtvonalon a 
hsa-miR-221 [242], míg a a CDK4 poszttranszkripciós szabályozásában a hsa-miR-124 
jelentőségét igazolták [123]. 
Vizsgálataink alapján lehetségesnek tűnik, hogy a mellékvesekéregben a sejtciklus 
G2/M ellenőrzőpontját a mikroRNS-ek is szabályozzák, azonban ezek a mikroRNS-ek nem 
azonosak a más szöveteken validált mikroRNS-ekkel. Ez a megfigyelés ismét a mikroRNS-ek 
szövetspecifikus hatását támasztja alá. Fontos azonban ismét hangsúlyozni, hogy a 
vizsgálatainkban kimutatott mikroRNS-mRNS kölcsönhatások csak bioinformatikai 
módszerekkel azonosított kapcsolatok, így ezek alátámasztásához kísérletes validálásuk 
szükséges. Mindazonáltal in silico módszerünk alkalmazhatóságát jelzi az a tény, hogy az 
útvonalelemzés eredményei mellékvesekéreg-carcinomákban mind transzkripciós, mind 
poszttranszkripciós szinten a G2/M ellenőrzőpont károsodásának jelentőségére utalnak és 
ezt a későbbiekben ismertetett metanalízisünk eredményei is alátámasztani látszanak.  
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5.3. Phaeochromocytomák mikroRNS expressziós mintázatának vizsgálata 
A mikroRNS-ek expressziós mintázatát sporadikus benignus, MEN2 és VHL talaján kialakult 
benignus, valamint primer recidiváló phaeochromocytomák formalinban fixált, paraffinos 
szövetblokkjaiból (FFPE) izolált RNS-mintákban vizsgáltuk. A kisméretű mikroRNS-ek 
stabilabbak és jóval ellenállóbbak, mint az mRNS-ek, így más szöveteken végzett vizsgálatok 
alapján a mikroRNS-ek kifejeződési mintázatát paraffinos szövetblokkokból izolált mintákból 
is hatékonyan lehet tanulmányozni [179, 243, 244].  
Mint várható volt, a fagyasztott mintákból izolált teljes RNS sokkal jobb minőségű volt 
(RIN: 7,7-9,0), mint az FFPE mintákból nyert RNS. Az RNS-lebomlás mértéke a 
phaeochromocytoma FFPE mintákban megegyezett (RIN: 2,0-4,0) más szövetek FFPE mintáin 
végzett vizsgálatok eredményeivel [179, 245].  
Annak érdekében, hogy a phaeochromocytomák esetében is bizonyítsuk az FFPE 
minták alkalmazhatóságát a mikroRNS mintázat vizsgálatára, korrelációs vizsgálatot 
végeztünk három phaeochromocytomából származó FFPE és fagyasztott mintapárban. Ennek 
során magas korrelációs koefficienseket észleltünk (Spearman koefficiens 0.7-0.93, Kendall 
tau korrelációs koefficiens 0.58-0.85) (14. ábra), aminek alapján megállapítható, hogy a 
paraffinos mintákból készített RNS-izolátumok alkalmasak a mikroRNS expresszió 
vizsgálatára phaeochromocytomákban is, ami e ritka daganatok vizsgálatát megkönnyítheti. 
Miután igazoltuk az FFPE minták alkalmazhatóságát a phaeochromocytomák 
mikroRNS expressziós mintázatának vizsgálatára, 21 mintán (6 sporadikus benignus, 5 
sporadikus recidíváló, 5 MEN2 és 5 VHL) végeztünk mikroRNS microarray vizsgálatot 8x15K 
Agilent platformon. A szignifikánsan különböző mértékben kifejeződő mikroRNS-ek 
validálására és a mintaszám növelésére qRT-PCR-t használtunk. (Rosszindulatú 
phaeochromocytoma minta sajnos nem állt elegendő számban rendelkezésünkre.) 
A microarray vizsgálat eredményeinek elemzése során 478 olyan mikroRNS-t 
találtunk, amelyek legalább az egyik vizsgálati csoportban 100%-ban kimutathatóak voltak. 
Ezek között 309 olyan mikroRNS-t azonosítottunk, amelyek a vizsgálati csoportok között 
legalább kétszeres mértékben eltérő expressziót mutatott (fold change > 2). 
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14. ábra: A mikroRNS expresszió korrelációjának vizsgálata azonos betegekből származó 
FFPE és fagyasztott mintapárjaiban (scatter plot) 
A: sporadikus benignus, B: sporadikus recidíváló, C: MEN2 –höz társult phaeochromocytomák 
FFPE és fagyasztott mintáinak mikroRNS expressziós adatai, D: az FFPE és fagyasztott 
csoportok (n=3) mikroRNS expressziós átlagai („scatter plot”) 
 
A négy kísérleti csoportot a 309 mikroRNS normalizált intenzitás adatai alapján 
hierarchikus klaszter analízisnek vetettük alá, amelynek eredményei alapján a sporadikus 
recidíváló daganatok mintázata tért el legnagyobb mértékben a többi csoporttól (15. ábra). 
A microarray vizsgálat statisztikai elemzését (egyutas ANOVA, p< 0.01; majd Tukey HSD post 
hoc teszt), mind a GeneSpring 10.1, mind a Statistica 8.0 programmal elvégeztük. A 
GeneSpring 16, míg a Statistica 14 szignifikánsan változó mikroRNS-t talált, amelyek közül 11 
volt átfedő (6. táblázat).  
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A sporadikus benignus vs. VHL phaeochromocytoma összehasonlításában 2, a 
sporadikus benignus vs. sporadikus recidíváló daganatok között 1, a VHL vs. MEN2 
összehasonlításban 1, a sporadikus recidíváló vs. VHL daganatok között 11, míg a sporadikus 
recidíváló-MEN2 összehasonlításban 5 mikroRNS bizonyult szignifikánsan eltérőnek 
(Statistica). A sporadikus recidíváló daganatokat a többi, nem recidiváló daganattal 
összehasonlítva 12 mikroRNS kifejeződését találtuk szignifikánsan különbözőnek. 
15. ábra: A hierarchikus klaszter elemzés 
eredménye (hőtérkép) a különböző típusú 
phaeochromocytomák mikroRNS expressziós 
mintázata alapján 
SR: sporadikus recidíváló; SB: sporadikus 
benignus; VHL: von Hippel-Lindau 
szindrómához társuló; MEN2: multiplex 
endokrin neoplasia 2-es típusához társuló 
phaeochromocytoma. 
piros: fokozott, kék: csökkent expresszió,  
sárga: változatlan expresszió 
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GeneSpring 10.1 programmal 
azonosított szignifikáns 
mikroRNS-ek listája 
Statistica 8.0 programmal 
azonosított szignifikáns 
mikroRNS-ek listája 
miRNS P-érték miRNS P-érték 
hsa-miR-885-5p 0.0014 hcmv-miR-UL70-
3p 0.0018 
hcmv-miR-UL70-3p 0.0015 hsa-miR-885-5p 0.0022 
hsa-miR-1225-3p 0.0018 hsa-miR-940 0.0022 
hsa-miR-940 0.0028 hsa-miR-1225-3p 0.0029 
hsa-let-7b* 0.0033 hsa-miR-541 0.0044 
hsa-miR-663 0.0036 hsa-miR-663 0.0055 
hsa-miR-541 0.0047 hsa-miR-636 0.0055 
hsa-miR-765 0.0065 hsa-miR-631 0.0059 
hsa-miR-1228 0.0071 hsa-miR-33b* 0.0072 
hsa-miR-631 0.0076 hsa-miR-766 0.0082 
hsa-miR-636 0.0079 hsa-miR-583 0.0084 
hsa-miR-33b* 0.0083 hsa-miR-212 0.009 
hsa-miR-132* 0.0085 hsa-miR-139-3p 0.0092 
hsv1-miR-H6 0.0089 hsa-miR-1228 0.0095 
 
 
hsa-miR-
1300_v13.0 0.0095 
  hsa-miR-765 0.0096 
 
6. táblázat: A szignifikánsan eltérő mikroRNS-ek listája a microarray vizsgálat alapján a 
különböző típusú phaeochromocytoma minták között a GeneSpring és Statistica programok 
felhasználásával. 
 
A mikroRNS microarray vizsgálat eredményeit a valós idejű qRT-PCR validálás során 
alkalmazható referenciaként (housekeeping) alkalmazható mikroRNS-ek azonosítására is 
felhasználtuk. Erre a célra a minták között legkisebb szórást mutató mikroRNS-eket 
választottuk ki: a hsa-miR-324-3p-t és a hsa-miR-320b-t. E mikroRNS-ek referenciagénként 
történő alkalmazhatóságát már korábban felvetették [246]. Érdekes módon a más mikroRNS 
expressziós vizsgálatokban (pl. így saját mellékvesekéreg-daganatokon végzett 
vizsgálatainkban) referencia génként hasznos RNU48 a phaeochromocytoma minták 
vizsgálatára alkalmatlannak bizonyult. 
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A microarray vizsgálatban azonosított mikroRNS-ek közül ötöt választottunk ki valós 
idejű qRT-PCR validálásra (hsa-miR-139-3p, hsa-miR-541, hsa-miR-765, hsa-miR-885-5p, hsa-
miR-1225-3p) a szignifikancia és az expressziós különbség (fold change) mértéke alapján. A 
validálás során a csoportok elemszámát növeltük és a vizsgálati csoportokat kiegészítettük 
NF1 betegekből származó mintákkal (összesen 33 minta: 9 sporadikus benignus, 8 MEN2, 6 
VHL, 5 NF1 és 5 sporadikus recidiváló). Mind az öt kiválasztott mikroRNS validálása sikeres 
volt: a hsa-miR-541, hsa-miR-139-3p és hsa-miR-765 szignifikánsan magasabb mértékben 
fejeződött ki a VHL daganatokban a sporadikus benignus phaeochromocytomákhoz 
viszonyítva, míg a hsa-miR-885-5p fokozott kifejeződése MEN2-höz társult daganatokra 
volt jellemző. A hsa-miR-139-3p expressziója szignifikánsan eltért a VHL és NF1 
phaeochromocytomák között is.  A hsa-miR-1225-3p szignifikánsan nagyobb kifejeződést 
mutatott a recidiváló daganatokban, a recidivára nem hajlamos daganatokhoz képest. A 
hsa-miR-1225-3p kimutatása a daganatok recidiva hajlamára utalhat és a betegek szorosabb 
követését indikálhatja. A sporadikus recidíváló daganatokban a hsa-miR-541 csökkent 
mértékben fejeződött ki a VHL-hez társult phaeochromocytomákhoz képest (16. ábra). 
Tekintettel arra, hogy jelenleg sem a phaeochromocytomák recidivakészségét, sem a 
rosszindulatúságát jelző biomarker nem ismert, hatásfokmérő karakterisztika (ROC) 
elemzéssel vizsgáltuk annak lehetőségét, hogy a hsa-miR-1225-3p alkalmas biomarker lehet-
e a phaeochromocytomák recidivahajlamának jelzésére.  
Amennyiben a hsa-miR-1225-3p dCT értékének diagnosztikai határértékét 1,16-nál 
húztuk meg (nem recidíváló phaeochromocytoma a diagnózis, ha a dCThsa-miR-1225-3p ≥ 1.16) az 
adott phaeochromocytoma minta recidíva hajlamát 80%-os fajlagossággal és 61%-os 
érzékenységgel tudtuk kizárni. Ezek az értékek azonban nem kellően magasak ahhoz, hogy 
jelen eredményeink alapján a hsa-miR-1225-3p gyakorlati diagnosztikába történő 
bevezetését javasoljuk; ehhez további, nagyobb elemszámú vizsgálatok szükségesek. 
E mikroRNS-ek élettani-kórélettani jelentőségéről az utóbbi időben több megfigyelés 
látott napvilágot. A hsa-miR-139-3p fokozott kifejeződését colorectalis carcinomában 
májáttétek kialakulásával hozták összefüggésbe [247], míg a hsa-miR-139-3p szignifikánsan 
csökkent kifejeződését észlelték mellékvesekéreg-carcinomában [230]. 
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16. ábra: A phaeochromocytomákban szignifikánsan eltérő öt kiválasztott mikroRNS 
validálása valós idejű qRT-PCR-rel. Az ábrán a sporadikus benignus (A) valamint a nem-
recidíváló (B) phaeochromocytomákhoz viszonyított relatív mikroRNS expressziós 
változásokat (ddCT) mutatjuk be (átlag±SEM). SB: sporadikus benignus; SR: sporadikus 
recidíváló; MEN2: multiplex endokrin neoplasia 2-es típusához társuló; VHL: von Hippel-
Lindau-szindrómához társuló; NF1: 1-es típusú neurofibromatosishoz társuló 
phaeochromocytoma. *: egyutas ANOVA, p < 0.05 ( post hoc teszt: Fisher LSD; 1: Fisher LSD + 
Scheffé) . 
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A hsa-miR-139 (a mikroRNS prekurzor 5' száláról szintetizálódó hsa-miR-139-5p 
homológja) csökkent kifejeződését észlelték bronchus- [248], mellékpajzsmirigy- [146] és 
hepatocelluláris carcinomában is [249]. A hsa-miR-139 egér hepatocyta sejtekben a FOXO1 
(forkhead box O1) transzlációs gátlását eredményezi [250]. A FOXO1 transzkripciós faktor 
több növekedési faktor és hormon jelátvitelének szabályozásában játszik szerepet [250]. A 
miR-139-3p és a FOXO1 között azonban még nem mutattak ki funkcionális kapcsolatot. 
A VHL-hez társuló phaeochromocytomákban a sporadikus daganatokhoz képest 
fokozott kifejeződést mutató hsa-miR-541 és a hsa-miR-765 biológiai jelentőségéről keveset 
tudunk. Mind a hsa-miR-541, mind a hsa-miR-765 expressziója megváltozik traumás 
agysérülés következtében [251, 252], ami idegrendszeri jelentőségüket jelzi. Egyes adatok 
arra utalnak, hogy a hsa-miR-765 szerepet játszhat a neurotrophin-3 receptor (NTRK3, RKC) 
rövid izoformája kifejeződésének szabályozásában. A hsa-miR-765 és az NTRK3 között HeLa 
sejteken közvetlen kapcsolatot mutattak ki [253]. A patkány PC12 phaeochromocytoma 
sejtvonal neurotrophin-3 (NTF3) kezelése a sejtek mérsékelt fokú neurit képzését váltotta ki 
és neuronális irányba történő differenciálódásukat eredményezte [254]. Nem zárható ki ezek 
alapján annak lehetősége, hogy a hsa-miR-765 a NTRK3 poszttranszkripciós gátlása révén 
szerepet játszhat a phaeochromocytomák patogenezisében. E feltételezés igazolásához 
mindazonáltal további vizsgálatok szükségesek. 
A MEN2-höz társult phaeochromocytomákban a hsa-miR-885-5p fokozott 
kifejeződését észleltük. Hepatocelluláris carcinomában, májcirrhosisban és krónikus hepatitis 
B fertőzésben szenvedő betegek szérummintáiban a hsa-miR-885-5p koncentrációját 
szignifikánsan emelkedettnek találták. Lehetséges, hogy az intracelluláris hsa-miR-885-5p a 
májsejtek károsodása során jut a szérumba, így alkalmas marker lehet a máj patológiás 
állapotainak jelzésére [255]. A phaeochromocytomákhoz hasonlóan velőcső eredetű 
neuroblastomákban a hsa-miR-885-5p csökkent kifejeződését találták, ami a mikroRNS-t 
kódoló 3p25.3 kromoszómarégió elvesztésével társítható. A hsa-miR-885-5p transzfekciója 
neuroblastoma sejtekben a CDK2 és a mini-chromosome maintenance protein (MCM5) 
poszttranszkripciós gátlásán keresztül a sejtek szaporodásának csökkenéséhez és a TP53 
útvonal aktiválódásához vezetett [256]. Mindezek alapján a hsa-miR-885-5p 
tumorszuppresszor/protoonkogén funkciója is szövetspecifikusnak tűnik. A 
neuroblastomákhoz hasonlóan a VHL szindrómához társuló phaeochromocytomákra is 
jellemző a a 3p25.3 kromoszómarégió elvesztése *257], ami a hsa-miR-885-5p csökkent 
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kifejeződését magyarázhatja és ez akár a neuroblastoma és a VHL-phaeochromocytoma 
patogenezisének párhuzamára is utalhat.  
A recidiváló phaeochromocytomákra jellemző hsa-miR-1225-3p-t kódoló gén a 
16p13.3 kromoszóma lókuszon helyezkedik el a hsa-miR-940 kódoló régiójának 
szomszédságában, amelynek kifejeződését a miRNS microarray vizsgálatok eredménye 
alapján szintén szignifikánsan magasabbnak találtuk a sporadikus recidíváló tumorokban, 
azonban utóbbinak a mérését lehetővé tévő Taqman próba nem állt rendelkezésre. A 
16p13.3 kromoszómarégió funkciótöbblettel járó eltéréseit korábban leírták malignus 
phaeochromocytomákban [258], ami a recidiva és rosszindulatúság patomechanizmusának 
párhuzamaira utalhat.  
 
5.3.1.  A szignifikánsan változó mikroRNS-ek mRNS célpontjainak in  
  silico azonosítása 
 
A valós idejű qRT-PCR-rel validált öt szignifikánsan változó mikroRNS biológiai jelentőségét 
bioinformatikai megközelítéssel vizsgáltuk. A potenciális cél mRNS-ek azonosításához a 
TargetScan v5.1 és a MicroCosm Targets Version 5 (korábban miRBase) algoritmusokat 
használtuk, mivel a mellékvesekéreg-daganatokban kimutatott mikroRNS-ek vizsgálatában 
harmadikként használt PicTar algoritmus ezeket a mikroRNS-eket nem vizsgálta. A hsa-miR-
1225-3p cél mRNS-einek meghatározására csak a TargetScan eredményei álltak 
rendelkezésünkre. A két predikciós algoritmus eredményeit saját fejlesztésű adatbáziskezelő 
programunk segítségével elemeztük. 
A két adatbázis külön vizsgálatával a TargetScan 10511, a MicroCosm pedig 4323 
potenciális mRNS célpontot azonosított az öt mikroRNS-hez. A két algoritmus 
eredményeinek együttes elemzése összesen 13530 különböző mikroRNS-mRNS 
kölcsönhatást adott, és ezek között 638 mRNS célpontot mutatott ki mindkét algoritmus.  
Mivel a paraffinos blokkokból izolált RNS minták teljes genom génexpressziós (mRNS) 
vizsgálatokat nem végeztünk, a mellékvesekéreg-daganatok esetén alkalmazott 
szövetspecifikus target predikciós módszerünket itt nem tudtuk alkalmazni. 
A bioinformatikai elemzés alapján a MEN2 phaeochromocytomákban fokozott 
kifejeződést mutató hsa-miR-885-5p potenciális mRNS célpontjai között megtaláltuk a 
hypoxia-angiogenezis útvonal több tagját is: laminin alegységet kódoló gének (LAMB4, 
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LAMA5, LAMC2), kollagén IV (COL4A5), prolin-4-hidroxiláz-α-1 prekurzor (P4HA1), amelyek 
csökkent kifejeződését már leírták phaeochromocytomákban [72]. Mivel a mikroRNS-ek a cél 
mRNS-ek kifejeződésének gátlásán keresztül hatnak, felmerülhet, hogy a hsa-miR-885-5p e 
gének poszttranszkripciós szabályozásán keresztül szerepet játszhat a phaeochromocytoma 
sejtek hypoxiára adott válaszának kialakításában, és így a MEN2 és VHL tumorok eltérő 
patomechanizmusában mikroRNS szintű különbségek is szerepet játszhatnak. 
A VHL szindrómához társuló phaeochromocytomákra jellemző, szignifikánsan 
fokozott kifejeződésű mikroRNS-ek (hsa-miR-139-3p, hsa-miR-541, hsa-miR-765) 
célpontjainak in silico elemzése több olyan potenciális mRNS célpontot jelzett, amelyek a 
VHL phaeochromocytomákban aktiválódó hypoxia/angiogenezis útvonalhoz kapcsolódnak. 
Ezek között megtalálható a HIF1α alegység inhibitor (HIF1AN), a HIF2α és a VEGF is. 
Elképzelhető, hogy a HIF1AN mikroRNS-ek által közvetített gátlása a VHL-hez társuló 
phaeochromocytomákban a hypoxia által indukált gének aktiválódásához vezethet, míg a 
HIF2α és a VEGF gének gátlása antagonista szerepet játszhat. Meg kell azonban jegyezni, 
hogy e potenciális mikroRNS célpontokat csak in silico, bioinformatikai módszerekkel 
azonosítottuk, ezért biológiai szerepük tényleges igazolásához az mRNS-mikroRNS 
kapcsolatok kísérletes megerősítése szükséges. 
 
5.3.2.  Útvonalelemzés az in silico azonosított mikroRNS-ek  
  patogenetikai jelentőségének vizsgálatára 
 
Az in silico azonosított mikroRNS célpontokat útvonalelemzésnek vetettük alá. A kimutatott 
útvonalak között a phaeochromocytoma mintákon korábban elvégzett tanulmányok [78] 
eredményei alapján a sporadikus recidíváló vs. VHL phaeochromocytoma összehasonlításban 
a "Wnt-β-katenin szignál", a MEN2 tumorokban pedig a "Myc-mediált apoptózis szignál" 
patogenetikai utakat érdemes kiemelni. A c-myc fehérjével kapcsolatba lévő Max fehérjét 
(myc associated factor X) kódoló Max gén mutációit nemrégiben írták le, mint az öröklődő 
phaeochromocytoma ritka okait [55]. A sporadikus recidíváló phaeochromocytomákban a 
"Notch szignál" (17. ábra) valamint a "G-fehérjéhez kapcsolt receptor szignál" útvonalak 
eltéréseit találtuk. 
A mikroRNS-ek általi génexpresszió szabályozás megértéséhez nagy jelentőségűek az 
mRNS-expressziót vizsgáló nagy áteresztőképességű génexpressziós transzkriptomikai 
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vizsgálatok. Irodalomkutatásunk alapján a recidíváló phaeochromocytomák génexpressziós 
mintázatát eddig nem közölték és mindössze hat olyan tanulmányt találtunk, amelyekben 
rosszindulatú phaeochromocytomák mRNS expressziós mintázatát is vizsgálták. Ezek közül is 
három tanulmányban csak kevés (2-5) minta került feldolgozásra [72, 259, 260].  
A három nagyobb számban rosszindulató phaeochromocytomát vizsgáló tanulmány 
közül Brouwers és mtsai a jó- és rosszindulatú daganatok között szignifikánsan eltérő gének 
gén ontológiai (Gene Ontology = GO) elemzése során többek között a „jelátvitel" eltéréseit 
találták [75]. Suh és mtsai. „géncsoport dúsulás vizsgálattal” (GSEA) a "Notch1-jelátviteli út" 
és a "Gα-12 útvonal" tagjait mutatták ki [78]. 
 
17. ábra: Az útvonalelemzés eredménye a sporadikus recidíváló phaeochromocytomákban. 
A hsa-miR-1225-3p potenciális célpontjai között a Notch-jelátviteli útvonal több résztvevője is 
megtalálható. Az egyes fehérjék közötti vonalak és nyilak már leírt molekuláris 
kölcsönhatásokat mutatnak. A piros négyszögek a sporadikus recidíváló és benignus 
phaeochromocytoma minták között szignifikáns expressziós eltérést mutató hsa-miR-1225-
3p-t jelölik. Piros: szignifikáns expresszió növekedés; zöld: a hsa-miR-1225-3p potenciálisan 
gátolt cél mRNS molekulái.  
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A "Notch-jelátvitel" aktiválódásának biológiai hatása szövetenként eltérő lehet. Egyes 
szövetekben, a sejtek differenciálódásának gátlása révén a daganatok kialakulását segítheti 
elő, míg pl. a központi idegrendszerben inkább fokozza a differenciálódási folyamatokat 
(oligodendrocyták érése és myelinizáció fokozódása) [261]. PC12 patkány 
phaeochromocytoma sejtvonalon a "Notch-jelátviteli útvonal" hiszton-deacetiláz gátló 
valproátsavval történő serkentése a sejtek szaporodását gátolta és differenciálódásukat 
segítette elő [262]. 
Nem zárható ki ezek alaján, hogy a "Notch-jelátviteli út" hiszton-deacetiláz 
inhibitorokkal történő serkentése a phaeochromocytomák gyógyszeres kezelésének egyik 
lehetőségét jelentheti. Suh és mtsai a "C-myc szignál" fokozott aktivitását is kimutatták a 
rosszindulatú phaeochromocytomákban [78]. A "C-myc útvonal" poszttranszkripciós 
szabályozásának zavarát saját bioinformatikai elemzésünk is kimutatta a sporadikus 
recidíváló daganatokban a MEN2-höz társult phaeochromocytomákhoz viszonyítva. Suh és 
mtsai tanulmányában leírt mRNS transzkriptomikai [78] és saját vizsgálatunk recidiváló 
daganatokon végzett bioinformatikai mikroRNS cél mRNS elemzésének átfedő eredményei 
arra utalhatnak, hogy phaeochromocytomákban a recidíva és rosszindulatúság 
patomechanizmusában hasonló útvonalak játszhatnak szerepet. 
Fontosnak tartom azonban ismét hangsúlyozni, hogy e molekuláris útvonalakat 
munkacsoportunk és a hivatkozott más kutatócsoportok is csak bioinformatikai 
módszerekkel azonosították. Phaeochromocytoma minták párhuzamos mRNS és mikroRNS 
expressziós vizsgálata, valamint ezek fehérjeszintű megerősítése szükséges ahhoz, hogy ezen 
útvonalak biológiai jelentőségét igazolhassuk. Az FFPE mintákból azonban a mikroRNS-ek 
vizsgálatához képest az mRNS és fehérje szintű vizsgálatok sokkal nehézkesebbek, így ezekre 
nem tettünk kísérletet. 
Munkacsoportunkkal közel azonos időben publikálták eredményeiket Meyer-Rochow 
és mtsai., akik microarray segítségével a jó- és rosszindulatú phaeochromocytomák között 18 
szignifikánsan változó mikroRNS-t azonosítottak [263]. Eredményeik szerint a hsa-miR-15a és 
a hsa-miR-16 szignifikánsan csökkent, míg a mellékvesekéreg-carcinomára is jellemző IGF-2 
gén intronikus régiójáról átíródó hsa-miR-483-5p szignifikánsan fokozott mértékben 
fejeződött ki a rosszindulatú daganatokban. Az IGF-2 mRNS és a hsa-miR-15a 
kifejeződésének együttes vizsgálatát alkalmas biomarkernek találták a phaeochromocytomák 
rosszindulatú viselkedésének jelzésére, míg a hsa-miR-483-5p fokozott szintje csökkent 
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betegségmentes túléléssel korrelált. A hsa-miR-15a és a hsa-miR-16 csökkent kifejeződését 
már más daganatokban leírták [151]. 
Összességében az általunk leírt mikroRNS mintázatok hozzájárulhatnak a különböző 
sporadikus és öröklődő daganatok osztályozásához, valamint a hsa-miR-1225-3p a daganatok 
recidivakészségének jelzéséhez. Mindazonáltal további, nagyobb elemszámú vizsgálatok 
szükségesek ahhoz, hogy e markerek gyakorlati alkalmazásra kerüljenek. A bioinformatikai 
elemzéssel kimutatott útvonalak iránymutatók lehetnek jövőbeli validálás, valamint akár a 
gyógyszeres kezelés lehetséges célpontjaiként. 
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5.4. Funkcionális genomikai metaanalízis a szakirodalomban eddig közölt  
génexpressziós és CGH eredmények, valamint saját eredményeink 
felhasználásával 
 
A mellékvesekéreg-daganatok genomikai vizsgálata terén elemzésünk elkészültéig összesen 
11 különböző mRNS expressziós és 10 CGH vizsgálatot közöltek. A génexpressziós vizsgálatok 
szignifikáns génlistái között néhány stabil, szinte valamennyi vizsgálatban megfigyelhető 
közös eltéréstől (pl. az IGF-2 és topoizomeráz 2A (TOP2A) fokozott kifejeződése 
melllékvesekéreg carcinoma mintákban) eltekintve számottevőek a különbségek, miáltal e 
vizsgálatok átfogó értelmezése és a daganatok patogenezisében fontos kórfolyamatok 
azonosítása nehéz. Metaanalízis keretében megkíséreltük e korábbi vizsgálatok 
eredményeinek újraelemzését és újraosztályozását, valamint a génexpressziós változások 
összevetését a kromoszómák eltéréseivel. 
 A génexpressziós és kromoszomális eltérések korrelációjához GSEA-t végeztünk, 
amelynek során elsősorban az adenoma-carcinoma összehasonlításra összpontosítottunk. 
Giordano és mtsai. [43+, illetve de Reyniès és mtsai. [44] nyilvánosan elérhető microarray 
adatainak kromoszómális eltérésekkel történő korrelációjának eredményeként 28-28 olyan 
kromoszómarégiót találtunk, amelyeken a kódolt gének többsége növekedett expressziót 
mutatott. Ezek között 17 kromoszómarégió volt közös, és ezek mindegyikét leírták már 
korábban (7. táblázat). E kromoszómarégiók további vizsgálata során 1105 olyan gént 
azonosítottunk, amelyek fokozott kifejeződése hátterében kromoszómarégió többlet állhat. 
A metaanalízis során csak olyan kromoszómarégiókat sikerült kimutatnunk, amelyeken az ott 
kódolt gének többsége fokozott expressziót mutatott, ugyanakkor kromoszómarégió 
vesztésre utaló expressziós csökkenéseket ezzel a módszerrel nem sikerült azonosítanunk. 
Ezzel szemben számos szakirodalmi adat ismert a mellékvesekéreg-daganatokban 
(elsősorban carcinomákban) előforduló kromoszóma vesztésekről is [185-194]. A 
kromoszómarégió vesztések kimutatásának nehézsége a metaanalízisben használt 
megközelítésben, amelynek során különböző daganatokon végzett transzkriptomikai és CGH 
eredményeket használtunk fel, a génexpressziós és kromoszomális eltérések korrelációjának 
nehézségét jelzi. E probléma orvosolható lehet olyan vizsgálatokkal, amelyekben ugyanazon 
mintákon végeznek párhuzamos génexpressziós és CGH vizsgálatokat. 
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Kromoszómarégió többlet GSEA 
alapján 
Közlemények, amelyekben az adott 
kromoszóma aberrációt CGH vagy FISH 
módszerrel kimutatták 
CHR5P12, CHR5P15, 
CHR5Q12, CHR5Q13, CHR5Q14 
CHR5Q31, CHR5Q33, 
CHR5Q35 
Kjellman és mtsai. [185]; Figueiredo és mtsai. 
[186]; Zhao és mtsai. [188]; Dohna és mtsai. 
[189]; Sidhu és mtsai. [190]; Zhao és mtsai. 
[191]; Stephan és mtsai. [194] 
 
CHR7P21, CHR7P22, 
CHR7Q22 
Dohna és mtsai. [189]; Sidhu és mtsai. [190]; 
Zhao és mtsai. [191]; Stephan és mtsai. [194] 
 
CHR12Q12, CHR12Q13, 
CHR12Q15, CHR12Q23, CHR12Q24 
Kjellman és mtsai. [185]; Figueiredo és mtsai. 
[186]; Zhao és mtsai. [188]; Dohna és mtsai. 
[189]; Sidhu és mtsai. [190]; Zhao és mtsai. 
[191]; Stephan és mtsai. [194]  
CHR19Q12 Dohna és mtsai. [189]; Sidhu és mtsai., [190] 
 
7. táblázat: Két szabadon elérhető microarray *de Reynies et al., 2009, Giordano et al., 
2009+ vizsgálat génexpressziós (mellékvesekéreg-adenoma-carcinoma GSEA) 
eredményeinek és a mellékvesekéreg-carcinomákban végzett citogenetikai vizsgálatok 
korrelációja. FISH: fluoreszcens in situ hibridizáció 
 
Ennek keretében egy saját vizsgálatot végeztünk 11 mellékvesekéreg-daganat mintán 
párhuzamos mRNS microarray és CGH megközelítéssel a kromoszómaeltérésekkel párba 
állítható génexpressziós változások közvetlen azonosítása céljából.  
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5.4.1.  Párhuzamos mRNS expressziós microarray és komparatív genom  
  hibridizáció (CGH) ugyanazon mellékvesekéreg-daganat mintákon 
 
Az mRNS microarray vizsgálatok GSEA elemzésével és a párhuzamos CGH mérések 
összevetésével a carcinomákban talált kromoszómaaberrációk génexpressziós hatásait 
közvetlenül tudtuk vizsgálni. A CGH vizsgálat során 101 olyan kromoszómarégiót találtunk, 
amelyek kópiaszám változása a vizsgált minták 75%-ában kimutatható volt. Az ugyanezen 
minták génexpressziós adatain végzett GSEA ezek közül 46 kromoszómarégión jelezte az 
egyirányú expressziós változást mutató gének dúsulását (18. ábra). A GSEA érzékenysége 
kromoszómaeltérések kimutatására 45,54 %-nak, míg fajlagossága 84,86%-nak bizonyult. 
Mindezek szerint a GSEA a mintákban fellelhető kromoszómális változások kevesebb, mint 
felének kimutatására alkalmas, ugyanakkor a GSEA alapján szignifikánsnak vélt kromoszóma 
eltérések jelentős része ténylegesen kimutatható az adott mintákban. Összességében a 
rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatokban megfigyelhető szignifikáns génexpressziós 
változások 15%-ának hátterében mutathatók ki citogenetikai eltérések. 
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18. ábra: Az ugyanazon mellékvesekéreg-daganat mintákon párhuzamosan végzett mRNS microarray és CGH vizsgálatok korrelációja. A 
kromoszómák mellett az azonos mintákból kapott CGH és a GSEA eredményeket ábrázoltuk. 
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5.4.2.  Útvonalelemzés a mellékvesekéreg-carcinoma patogenezisében  
  alapvető molekuláris útvonalak azonosítása céljából 
 
A metaanalízis keretében vizsgált microarray vizsgálatok szignifikáns expressziós változást 
mutató génlistáinak IPA útvonalelemzése során a normális mellékvese és mellékvesekéreg-
carcinoma, valamint az adenoma-carcinoma összehasonlításban a sejtciklus G1/S, G2/M 
átmenetében, a retinsav jelátvitelben, a komplement rendszerben és az 
antigénprezentációban szereplő útvonalakkal találtunk szignifikáns átfedést. Az mRNS 
microarray és CGH vizsgálatok közvetett és közvetlen korrelációjával kapott génlisták a 
sejtciklus G1/S és G2/M átmenetében szerepet játszó génekkel mutattak szignifikáns 
átfedést.  
Az alábbiakban e három molekuláris útvonal főbb jellegzetességeit ismertetem. 
 
5.4.2.1.  A sejtciklus G1/S és G2/M átmenetének eltérései  
  mellékvesekéreg-carcinomában 
 
A G1 ciklinek (Ciklin E, CCNE) és a G1 sejtosztódást szabályozó („cell division”) protein 
kinázok (CDK2, CDK4) mRNS-einek fokozottabb kifejeződését mellékvesekéreg-carcinomában 
korábbi tanulmányokban már kimutatták [235]. Metaanalízisünkben a CCNE1 és CNNE2 
fokozott kifejeződését saját microarray vizsgálatunk mellett három másik tanulmányban 
észleltük [36, 43, 44+. A génexpressziós és kromoszómaeltérések korrelációja alapján a 
CCNE1-t kódoló chr19q12, valamint a CDK2-t kódoló chr12q13 kromoszómarégión az ott 
kódolt gének többsége fokozott expressziót mutatott *36, 43, 44+. A 19q12 és a 12q13 régió 
többletét már több citogenetikai vizsgálatban igazolták (7. táblázat). 
A G1/S átmenet mellett több, a G2/M átmenet szabályozásában szereplő gén 
fokozott kifejeződését és az ezeket kódoló kromoszómarégió többletét mutattuk ki, így a 
ciklin B1-et (CCNB1) és a cell division protein kináz 7-et (CDK7) a chr5q13, az ubiquitin C-t 
(UBC) a chr12q24 éa az Mdm2 p53 binding proteint (MDM2) a chr12q15 
kromoszómarégiókon [36, 39, 43, 44]. 
 
               dc_206_11
114 
 
19. ábra: A sejtciklus G1/S és G2/M átmenetében szereplő gének expressziós eltérései a jó- 
és rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatok microarray eredményeinek összehasonlító 
metaanalízise alapján. 
 
A 19. ábra a sejtciklus G1/S és G2/M átmenetében szerepet játszó gének expressziós 
eltéréseit mutatja be. 
A G2/M átmenet több génjének fokozott kifejeződését kimutatható kromoszómális 
eltérés nélkül észleltük, ezek közé tartozik a CCNB2, a sejtciklust szabályozó (cell division 
cycle 2, CDC2), a CDC25B és a topoizomeráz 2 alfa (TOP2A) [36, 39, 43, 44]. A korábban 
bemutatott mikroRNS expressziós eredményeink szövetspecifikus target predikciója és 
útvonalelemzése is a sejtciklus G2/M átmenet károsodását jelezte, mint a legfontosabb 
patogenetikai utat (5.2.3. fejezet). Mindezek alapján a sejtciklusban szereplő gének 
mellékvesekéreg-carcinomában észlelt megváltozott kifejeződése hátterében, mind 
mikroRNS, mind mRNS szintű eltérések is szerepet játszanak. 
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Fontos kiemelni a TOP2A-t, mivel azt több korábbi vizsgálatban a rosszindulatúság 
jelzésére alkalmas diagnosztikus markernek találták, és fokozott kifjeződését mind qRT-PCR, 
mind immunhisztokiémiai módszerekkel bizonyították [36]. (A TOP2A fokozott kifejeződését 
qRT-PCR-rel saját vizsgálatunkban is megerősítettük.) A TOP2A fehérje több, a 
mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében alkalmazott kemoterápiás szer (etopozid, 
doxorubicin) célmolekulája *42]. A kemoterápiás szerekkel szembeni rezisztencia a TOP2A 
támadáspontú citosztatikumokkal kapcsolatban is előfordul, és ebben három fő 
mechanizmust azonosítottak in vitro kísérletek során: 1. a TOP2A expresszió csökkenése, 2. a 
gyógyszerkötőhelyek mutációja és 3. a fehérje aberráns citoplazmatikus transzlokációja 
[264]. A topoizomeráz citoplazmatikus transzportjában fontos szerepet játszik az exportin 
(XPO1) fehérje. 
Metanalízisünk eredménye szerint mellékvesekéreg-carcinomákban az XPO1 gén 
fokozott kifejeződést mutat a jóindulatú daganatokhoz képest. Ovarium carcinomában is 
leírták az XPO1 fokozott kifejeződését és ezt a TOP2A nagyfokú citoplazmatikus 
megjelenésével hozták kapcsolatba, sőt a betegek teljes túlélésével is összefüggésben állt. 
Feltételezik, hogy az XPO1 expresszió fokozódása a TOP2A citoplazmatikus transzlokációja 
révén hozzájárulhat a citosztatikumokkal szembeni rezisztencia kialakulásához *264]. 
Feltételezésünk szerint hasonló mechanizmus a mellékvesekéreg-carcinomában is 
működhet, és ez közrejátszhat a mellékvesekéreg-carcinoma citosztatikumokkal szembeni 
rezisztenciájában. Mindazonáltal e feltételezésünket alátámasztó kísérletes adatok még nem 
állnak rendelkezésre. A 20. ábrán a szóbajövő patomechanizmus sematikus modelljét 
mutatjuk be.  
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20. ábra: A citosztatikum rezisztencia lehetséges modellje mellékvesekéreg-carcinomában 
a génexpressziós vizsgálatok metaanalízise során észlelt párhuzamos TOP2A és az XPO1 
expresszió fokozódás alapján. A daganatsejtek citoplazmájában felhalmozodó TOP2A a 
citosztatikumok megkötésével a sejtmagi TOP2A fehérjéket megvédheti a citosztatikumok 
hatásától. 
 
5.4.2.2.  A c-myc központi szerepe a mellékvesekéreg-carcinoma  
  patogenezisében. Hipotézis. 
 
A sejtciklus útvonalainak vizsgálata során a c-myc protoonkogén csökkent kifejeződését 
észleltük szinte valamennyi vizsgálatban, és ezt a 8q24 kromoszómarégió elvesztésével 
tudtuk kapcsolatba hozni. 
A microarray adatok hálózatelemzésével skálafüggetlen hálózatokat nyertünk. A c-
myc a skálafüggetlen hálózatok legfőbb csomópontjának bizonyult, ami arra utalhat, hogy a 
c-myc csökkent kifejeződése a rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatok alapvető 
patogenetikai eseménye lehet. A c-myc protoonkogén a sejtosztódás, differenciáció és 
apoptózis folyamatainak alapvető tényezője [265], és fokozott expresszióját számos 
daganatban (Burkitt lymphoma, prosztata- és emlőrák, melanoma malignum stb.) kimutatták 
[266]. 
 A skálafüggetlen hálózatok nagy fokszámú csomópontjai számos más csomóval 
vannak kapcsolatban a hálózatban, és ezáltal minél nagyobb egy csomó fokszáma, annál 
fontosabb szerepet tölthet be a hálózat működésében. A nagy fokszámú csomópontok 
elvesztése az egész hálózat összeomlását vonhatja maga után *159, 267]. Hálózattopológiai 
elemzésünk alapján a c-myc csökkent kifejeződése a mellékvesekéreg-carcinoma 
génexpressziós hálózatának és talán patogenezisének központi eleme lehet (21. ábra).  
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21. ábra: Az IPA-val végzett hálózat elemzés eredményei három microarray vizsgálat 
eredményei alapján: A: Giordano és mtsai, 2009 [43], B: de Reyniès és mtsai, 2009 [44], C: 
saját vizsgálatunk, D: e három vizsgálat egyesített hálózata, amelyben a csökkent 
kifejeződésű c-myc (zöld) a legnagyobb fokszámú csomópont.  
 
 Hipotézisünket korábbi kísérletes eredmények is alátámasztják. Hormontermelő 
mellékvesekéreg-carcinoma szövetekben a c-myc mRNS csökkent kifejeződését találták ép 
mellékvesével, kortizol- és aldoszterontermelő, valamint hormonálisan inaktív 
mellékvesekéreg-adenomákkal összehasonlítva. A c-myc kifejeződésének mértéke csak az ép 
mellékvesekéregben észlelt érték 10 %-át érte el a rosszindulatú daganatokban [268]. 
Magzati patkány és felnőtt humán mellékvesekéreg sejttenyészeteken végzett in vitro 
vizsgálatok a c-myc funkcionális jelentőségét jelzik [269, 270]. Mind patkány, mind humán 
sejttenyészeteken az adrenokortikotropin (ACTH) kezelés a c-myc mRNS fokozott 
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kifejeződésére vezetett. Az ACTH a magzati patkány mellékvesekéreg tenyészeteken gátolta 
a sejtek szaporodását, és e hatását megelőzte a c-myc fokozott kifejeződése. A magzati és 
felnőtt mellékvesekéreg génexpressziós mintázatában számos hasonlóság mutatható ki [32]. 
Felmerülhet annak lehetősége, hogy amennyiben a sejtszaporodás gátlásához a c-myc 
növekedett kifejeződése társul, a c-myc csökkent expressziója a mellékvesekéreg sejtek 
fokozott szaporodásával társulhat.  
A c-myc fokozott kifejeződése számos sejttípusban serkenti a sejtosztódást és a 
rosszindulatú átalakulást [265], de számos rendszerben apoptózist is előidézhet és 
tumorszuppresszor mechanizmusokat is aktiválhat [271]. Keratinocytákban a c-myc fokozott 
kifejeződése érésüket serkenti [272], és a vékonybél kriptáinak progenitor sejtjei c-myc 
hiányában is növekednek [273]. Here teratomákban a c-myc fehérje csökkent kifejeződését 
írták le *274]. E példák azt jelzik, hogy egyes szövetekben a c-myc nem szükséges a sejtek 
osztódásához, sőt csökkent kifejeződése is előfordul osztódó szövetekben. 
 A daganatok többségére jellemző fokozott c-myc kifejeződésre tekintettel, a 
mellékvesekéreg-carcinomában észlelt csökkent c-myc expresszió figyelemre méltó 
jelenség. Lehetségesnek tűnik, hogy a mellékvesekéreg egy különleges sejtkörnyezetet 
képvisel, ahol a c-myc csökkent kifejeződése a daganat növekedésének központi elemét 
jelenti. Nem tudjuk ugyanakkor eldönteni, hogy a c-myc csökkent expressziója a 
mellékvesekéreg-daganatok oka vagy következménye. A hálózattopológiai vizsgálat inkább 
kóroki szerepét támogatja, de ennek igazolásához további kísérletes vizsgálatok (pl. in vitro 
transzfekciós modellek, in vivo kondicionális knockout) lennének szükségesek. 
 
5.4.2.3. A retinsav jelátviteli útvonal 
Az útvonalelemzés a második legjellemzőbb patogenetikai útvonalként a retinsav jelátviteli 
útvonalat adta ki (22. ábra). Az A-vitamin származék retinsav patogenetikai szerepére több 
daganatban vannak adatok és egyes daganatok esetében kemoprevenció ill. kemoterápia 
céljaira is használják [275]. 
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22. ábra: A retinsav jelátviteli útvonal tagjainak expressziós változásai a jó- és 
rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatok microarray eredményeinek metaanalízise 
alapján. 
 
Korábbi vizsgálatokban már leírták, hogy mellékvesekéreg-carcinoma sejtvonal (NCI-
H295R) in vitro 9-cisz-retinsav kezelése a sejtek proliferációját gátolta és 
differenciálódásukat segítette elő [276], azonban ennek pontos hatásmechanizmusa nem 
ismert. Metaanalízisünk alapján elsőként írtuk le mellékvesekéreg-carcinomában a 
retinsav bioszintézisben szereplő enzimek és a retinoid receptorok csökkent kifejeződését. 
 A retinsavat mind a magzati, mind a felnőtt mellékvesében kimutatták, sőt az 
emlősök embrionális fejlődése során az elsődleges retinsav-termelő máj érését megelőzően 
a szérum fő retinsav forrása a mellékvese. A felnőtt mellékvese retinsav koncentrációja a 
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májban mérhetőnek körülbelül fele, ami a biokémiai vizsgálatok alapján messze elegendő az 
intraadrenális retinsav receptorok (Retinsav receptor – RAR, retinoid X receptor – RXR) 
aktiválásához *277]. A RAR az all-transz retinsavat (ATRA) és a 9-cisz-retinsavat, míg az RXR 
csak a 9-cisz retinsavat képes kötni *278]. 
 Az RXR két altípusa ismert: RXR-alfa (RXRA) és RXR-béta (RXRB). A 9-cisz retinsavat 
kötő RXR más sejtmagi receptorokkal (liver X receptor (LXR), peroxiszóma proliferátor-
aktivált receptor (peroxisome proliferator-activated receptor, PPAR), pregnán X receptor 
(PXR), konstitutíven aktivált receptor (constitutively activated receptor, CAR) stb.) 
heterodimereket képez és ezek transzkripciós faktorként számos gén kifejeződését 
szabályozzák *278+. Metanalízisünkben a retinsav bioszintézisében alapvető aldehid 
dehidrogenáz 1A típusú enzimek közül az ALDH1A1 és ALDH1A3 csökkent kifejeződését 
észleltük carcinoma szövetekben. 
 A retinsav receptorai közül az RXRA kifejeződése a carcinomákban az adenomákhoz 
képest csökkent mértékű volt, valamint saját vizsgálatunkban az RXRB kifejeződése is és az 
utóbbit a chr6p21 kromoszómarégió elvesztésével tudtuk kapcsolatba hozni. Az RXR 
heterodimer receptorai közül több microarray vizsgálat elemzése során az LXR csökkent 
kifjeződését is észleltük, és ez a már több citogenetikai vizsgálatban leírt chr11p11 
kromoszómarégió elvesztésével hozható kapcsolatba *185, 190, 194]. 
 Eredményeink alapján a mellékvesekéreg-carcinomát csökkent retinoid képződés és 
hatás jellemezheti. A retinsav jelátvitel csökkenése számos általa szabályozott gén 
expressziós változásait vonhatja maga után, és ezek számos más folyamat szabályozásában 
játszanak szerepet. Az alábbiakban e főbb szabályozási utakat tárgyaljuk. 
 
5.4.2.3.1.  Koleszterin és lipid anyagcsere: az RXR/LXR és az RXR/PPARG 
jelátviteli utak 
 
A mellékvesekéreg hormontermelésében a koleszterin és lipid anyagcsere alapvető 
jelentőségű tényező.  
A mellékvesekéreg sejtjeiben a koleszterin transzportban, bioszintézisben és 
tárolásban szerepet játszó gének kifejeződését az LXR és PPARG receptorok szabályozzák 
[279-281+. Az LXR ligandjaiként az oxiszterolokat azonosították. Az LXR-nek két altípusa, az 
LXR-alfa (LXRA) és az LXR-béta (LXRB) ismert, és mindkét altípust kimutatták az emberi 
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mellékvesekéregben *282]. A PPARG jelen van mind a normális mellékvesekéregben, mind a 
mellékvesekéreg jó-, és rosszindulatú daganataiban, mind az NCI-H295 mellékvesekéreg-
carcinoma sejtvonalban [276]. A PPARG agonista thiazolidinedionok önmagukban, illetve 9-
cisz-retinsavval együtt adva gátolták az NCI-H295 sejtvonal szaporodását és invazivitását, 
ugyanakkor serkentették a daganatsejtek differenciálódását *276, 283]. 
 Az LXRA és PPARG számos mellékvesekéregben kifejeződő gén expresszióját 
szabályozza. Ezek között a koleszterin és lipid transzportban (ATP-binding cassette A1 és G1 
(ABCA1, ABCG1), scavenger receptor-B1 (SR-B1), scavenger receptor CD36 (thrombospondin 
receptor, CD36), foszfolipid transzfer protein (PLTP)), tárolásban (apolipoprotein E és C1 
(APOE, APOC1)) és szintézisben (sterol regulatory element binding protein 1c (SREBP-1c)) 
szerepet játszó gének is megtalálhatók [279-281]. E gének többsége szignifikánsan csökkent 
kifejeződést mutatott. 
 A koleszterin/lipid bioszintézis és tárolás többszintű eltérései szerepet játszhatnak a 
mellékvesekéreg-daganatok eltérő lipidtartalmában és magyarázhatják azt a 
klinikopatológiai megfigyelést, ami szerint a rosszindulatú daganatok a jóindulatú 
adenomákhoz képest lipidszegénynek tűnnek. 
 
5.4.2.3.2. Lipopoliszacharid receptor (Toll-like receptor 4 (TLR4)) útvonal 
Az útvonalelemzés eredményei alapján a retinsav jelátvitellel összefüggő utak közül 
szükségesnek tartom kiemelni a lipopoliszacharid receptor útvonalat. Ez az útvonal is az 
immun-neuroendokrin kölcsönhatások jelentőségét jelzi a mellékvesekéreg-daganatok 
patogenezisében. 
Az interleukin-1 receptorcsaládba tartozó Toll-like receptorok (TLR) alapvető szerepet 
játszanak a természetes immunitás folyamatainak szabályozásában. A TLR-ek közé tartozik a 
lipopoliszacharid (LPS) receptora a TLR4 [106+, amely a mellékvesekéreg sejtein is 
kimutatható *284+. A TLR4 és a retinsav jelátvitel kapcsolatát májszövetben igazolták, mivel 
ott az LPS okozta TLR4 aktiváció az RXRA transzkripciót fokozó hatását csökkentette *285]. Az 
LPS megkötéséhez a TLR4 mellett további fehérjék, így a CD14 és a limfocita antigén 96 
(LY96) is szükségesek *106]. Mellékvesekéreg sejtvonal in vitro LPS kezelése IL-6, IL-8 és 
kortizol elválasztását váltja ki *286+. A TLR4 génkiütött (knockout) egerekben vad típusú 
fajtársaikhoz képest növekedett plazma kortizol szintet, nagyobb mellékveséket és a 
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mellékvesekéreg morfológiai eltéréseit, csökkent lipid raktárakat írtak le *284]. Mindezen 
megfigyelések a TLR4 szerepét támasztják alá a mellékvesekéreg működésének 
szabályozásában. 
Több microarray vizsgálat elemzése során észleltük a TLR4 csökkent expresszióját *43, 
44+ és a TLR4 expresszió csökkenését saját mintáinkon valós idejű qRT-PCR-rel is sikerült 
validálnunk. A TLR4 LPS jelátvitelben szerepet játszó további fehérjék génjei közül a CD14 és 
az LY96 mRNS-ének szignifikáns csökkenését is észleltük. 
A Toll-like receptorokkal egy receptorcsaládba tartozó IL-1 receptorok expressziós 
eltéréseit is megfigyeltük mellékvesekéreg-carcinoma szövetekben. A biológiailag aktív IL1R1 
kifejeződésének szignifikáns csökkenését több microarray vizsgálatban, míg a biológiailag 
inaktív IL1R2 szignifikánsan fokozott kifejeződését egy microarray elemzése során észleltük. 
A csökkent IL1R1 és a fokozott IL1R2 expresszió összességében az IL-1 jelátvitel csökkenését 
jelezheti a mellékvesekéreg-carcinomákban. 
Az LPS receptor komplex és az IL-1 jelátvitel eltérései az immunológiai 
mechanizmusok jelentőségére utalnak mellékvesekéreg-carcinomában. A 
mellékvesekéregben több citokin termelődik, így többek között az IL-1, IL-6, TNF-α, LIF és IL-
18 termelődésére vannak adatok. A citokinek legnagyobb mennyiségben a zona 
reticularisban termelődnek, de a mellékvesekéreg sejtjei mellett a mellékvesekérget 
infiltráló makrofágok, limfociták és a mellékvesevelő kromaffin sejtjei képezik a citokinek fő 
forrását. A citokinek befolyásolhatják a szteroidhormonok elválasztását, és egyes adatok 
szerint a mellékvesekéreg-daganatok képződésében is szerepet játszhatnak *287]. 
Microarray vizsgálatokban több citokinreceptor megváltozott kifejeződését is kimutatták 
mellékvesekéreg-carcinomában [45, 51]. 
 
5.4.2.4. A komplementrendszer és az antigénprezentáció eltérései 
A harmadik fő patogenetikai útvonalként a komplementrendszer és antigénprezentáció 
eltéréseit azonosítottuk, ami ismét az immun-neuroendokrin interakciók mellékvese-
daganatok patogenezisében játszott szerepét támasztja alá. Több antigénprezentációban és 
komplementrendszerben fontos gén megváltozott expresszióját észleltük, azonban ezek 
patogenetikai jelentősége kísérletes eredmények hiányában egyelőre nehezen értelmezhető. 
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A komplementrendszer fehérjéit kódoló gének többségének szignifikánsan csökkent 
kifejeződését észleltük a mellékvesekéreg-carcinoma szövetekben (23. ábra).  
 
23. ábra: A komplementrendszer tagjainak expressziós eltérései a jó- és rosszindulatú 
mellékvesekéreg-daganatok microarray vizsgálatainak metaanalízise alapján. 
 
Ezek közé tartozik a komplement komponens 1 q szubkomponens, A lánc (C1QA), a 
komplement komponens 1 q szubkomponens, a B lánc (C1QB), a komplement faktor D (CFD 
vagy DF), a komplement faktor H (CDH vagy HF1), a szerpin peptidáz inhibitor, clade G (C1 
inhibitor), member 1 (SERPING1). Korábbi tanulmányokban a SERPING1 szignifikánsan 
csökkent kifejeződését validálták mellékvesekéreg-carcinomában, sőt felvetették 
alkalmazhatóságát a rosszindulatúság jelzésére alkalmas biomarkerként *45, 46]. A 
komplementrendszer további tagjainak (komplement komponens 2, 6 és 7 (C2, C6, C7), 
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komplement faktor B és I (BF, IF), komplement komponens 3a receptor (C3AR), komplement 
komponens (3a/4a) receptor (C1R) és a decay accelerating faktor (DAF vagy CD55)) 
szignifikánsan csökkent kifejeződése szintén több vizsgálat elemzése során [36, 43, 44, 195] 
volt kimutatható.  
Bár e megfigyelések érdekesek, és a komplementrendszer daganatbiológiában 
játszott szerepéről számos adat látott már napvilágot [288], mellékvesekéreg-daganatokban 
jelenleg nem ismertek olyan kísérletes eredmények, amelyek alapján az észlelt eltérések 
biológiai jelentőségére következtethetnénk. 
A komplementrendszer mellett az útvonalelemzés másik fő immunológiai 
útvonalként az antigénprezentációt adta meg. Az antigénprezentáció folyamatában alapvető 
fő hisztokompatibilitás komplex (major histocompatibility complex, MHC) molekuláinak 
eltérő mRNS szintű kifejeződését több microarray vizsgálat elemzése során észleltük. A 
professzionális antigénprezentáló sejtekre jellemző MHCII molekulák érdekes módon a 
mellékvesekéreg zona reticularis rétegében is kimutathatók [289]. A rosszindulatú 
mellékvesekéreg-daganatokban azonban az MHCII fehérjék nem mutathatók ki, sőt az MHCII 
fehérjék immunhisztokémiai kimutatása a daganat jóindulatúsága mellett szól [290].  
Metaanalízisünkben számos MHCII fehérjé kódoló gén csökkent expresszióját 
észleltük. A génexpressziós és citogenetikai eredmények korrelációja során az MHCII gének 
csökkent kifejeződésével az MHC régiót hordozó chr6p21 kromoszómarégió elvesztését 
tudtuk összefüggésbe hozni. Nem világos, hogy a mellékvesekéreg sejteken található MHCII 
molekulák milyen funkcionális szerepet töltenek be, vagyis ténylegesen részt vesznek-e az 
antigénprezentáció folyamataiban.  
Mindezek alapján a komplementrendszer és antigénprezentáció folyamataiban 
szereplő gének eltérései kimutathatóak a mellékvesekéreg daganataiban, de ezek biológiai 
jelentőségét jelenleg – kísérletes adatok hiányában – nem tudjuk felmérni. 
 
A metaanalízisünkben azonosított útvonalak a mellékvesekéreg-carcinoma gyógyszeres 
kezelésének új támadáspontjait jelezhetik. Ebből a szempontból különösen a retinsav 
jelátviteli útvonal befolyásolása lehet fontos, de más útvonalak további tanulmányozása, in 
vitro és in vivo validálása is hasznos lehet. Tekintettel arra, hogy a mellékvesekéreg-
carcinoma gyógyszeres kezelésében kevés hatékony szerrel rendelkezünk *9+, a funkcionális 
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genomikai és bioinformatikai megközelítések az új gyógyszeres támadáspontok 
azonosításának fontos megközelítési módját jelezhetik *291]. 
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5.5. A hisztamin bioszintézisében, hatásában és lebomlásában szerepet  
játszó gének és fehérjék kifejeződése az egészséges és daganatos 
mellékvesekéregben 
 
Bár a hisztamin patogenetikai jelentőségét már több daganatban vizsgálták és igazolták (pl. 
melanoma malignum, vastagbélrák) [14-16], mellékvesekéreg-daganatokban betöltött 
szerepe nem ismert, sőt az ép mellékvesekéregben játszott szerepe sem világos. 
Vizsgálatunkban a hisztamin bioszintézisében, hatásában és lebomlásában szerepet játszó 
gének és fehérjék kifejeződését tanulmányoztuk annak megállapítása céljából, hogy a 
mellékvesekéregben a hisztaminerg apparátus elemei kifejeződnek-e. 
 Első lépésben immunhisztokémiai vizsgálatokat végeztünk ép mellékvesekéreg 
szöveteken a hisztidin dekarboxiláz (HDC), a hisztaminreceptorok (HRH1-4) és a hisztamin 
lebomlásában alapvető hisztamin-N-metil transzferáz (HNMT) és diamin-oxidáz (DAO) 
kimutatása céljából (24. ábra). 
A DAO kivételével valamennyi fehérje jelenlétét kimutattuk az ép 
mellékvesekéregben, ami alapján az ép mellékvesekéregben a hisztamin anyagcsere fő 
elemei jelen vannak.  
Korábbi vizsgálatokban a HDC jelenlétét kimutatták emberi és patkány 
mellékvesevelőben *86, 87+. Immunhisztokémiai vizsgálataink eredményei alapján a HDC a 
mellékvesekéreg mindhárom rétegében jelen van és itt festődését intenzívebbnek találtuk, 
mint a mellékvesevelőben.  
 A hisztamin legfőbb szöveti forrásai a hízósejtek [292]. A patkány mellékvesekéreg 
vizsgálata során hízósejteket mutattak ki a mellékvesét körülvevő tokban az azon áthatoló 
erek mentén. Az ezekből ACTH hatásra felszabaduló hisztamin és szerotonin a 
mellékvesekéreg vérátáramlásának fokozódása révén befolyásolhatja a mellékvesekéreg 
sejtek hormonszekrécióját *293].  
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24. ábra: A HDC (A), a HRH1 (B), a HRH2 (C), a HRH3 (D), a HRH4 (E) és a HNMT (F) 
kifejeződése a normális mellékvesekéregben immunhisztokémiai vizsgálattal. 
Reprezentatív vizsgálatok eredményei. 20x-os nagyítás. 
 
A hízósejtek jelenlétét toluidinkék festéssel és c-kit (CD117) immunhisztokémiával is 
kerestük mellékvesekéreg szövetekben. Toluidinkék festéssel metakromáziás festődésű 
sejteket nem találtunk és a c-kit immunhisztokémia is csak elvétve mutatott pozitívan 
festődő sejteket. Hasonló eredményre jutottak Zhang és mtsai is, akik az ép 
mellékvesekéregben nem találtak c-kit pozitív sejteket [294].  
Lefebvre és mtsai. [295+ hízósejtszerű sejteket találtak az emberi mellékvesekéregben 
és eredményeik szerint az ezekből felszabaduló szerotonin szerepet játszhat a 
mellékvesekéreg sejtek kortizol termelésének parakrin szabályozásában is. Eredményeink 
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alapján az emberi mellékvesében a hisztamin fő forrásának nem a hízósejtek (vagy 
hízósejtszerű sejtek), hanem maguk a mellékvesekéreg sejtjei tekinthetők. 
Miután az ép mellékvesekéregben kimutattuk a hisztamin bioszintézisében, 
hatásában és lebomlásában szereplő fehérjéket, jó- és rosszindulatú mellékvesekéreg-
daganatokban vizsgáltuk e gének kifejeződését. Valamennyi vizsgált mellékvesekéreg-
daganatban kimutattuk a HDC jelenlétét mind mRNS, mind fehérje szinten (25. ábra A-B).  
 
25. ábra: A HDC és hisztamin kifejeződése mellékvesekéreg-daganatokban. A: a HDC mRNS 
kifejeződése (valós idejű qRT-PCR, a normális mintákhoz viszonyított ΔΔCT értékek), B-C: HDC 
fehérje szintű vizsgálata (B: reprezentatív kvalitatív Western-blot, C: a Western-blot 
eredmények denzitometriás elemzése a β-aktinhoz viszonyítva). D: a hisztamin 
koncentrációja a normális mellékvesekéregben és a daganatokban. A HDC 
immunhisztokémiai kimutatása egy reprezentatív jó- (E) és rosszindulatú daganatban (F) 
(20x-os nagyítás). Rövidítések:  IA: Inaktív adenoma, CPA: kortizoltermelő adenoma, APA: 
aldoszterontermelő adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma (átlag +/- SEM, * p<0,05, 
n=58). 
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Mind mRNS-, mind fehérjeszintű vizsgálataink alapján a HDC kifejeződése a normális és a 
hormonálisan inaktív adenoma szövetekben volt a legnagyobb mértékű, valamivel kisebb 
mennyiségben volt kimutatható a hormontermelő (kortizol és aldoszteron) jóindulatú 
daganatokban és szignifikánsan csökkent kifejeződést mutatott a carcinoma szövetekben 
(25. ábra A-C, E, F). 
Miután kimutattuk a hisztamin bioszintézis kulcsenzimét mind az ép, mind a 
daganatos mellékvesekéregben, kérdésként merült fel magának a hisztamin mennyiségének 
meghatározása mellékvesekéreg szövetben. ELISA módszerrel vizsgálva a hisztamin 
mennyisége szignifikánsan kevesebb volt a rosszindulatú daganatokban mind az 
adenomákhoz, mind az ép mellékvesekéreghez viszonyítva (25. ábra D).  
Korábbi, a hisztamin mellékvesekéregre kifejtett hatását vizsgáló tanulmányokban 
ellentmondásos adatokat közöltek a hisztaminreceptorok kifejeződéséről. Eredményeink 
szerint a hisztamin valamennyi receptora kifejeződik a normális mellékvesekéregben (mind 
mRNS, mind fehérje szinten), így feltételezhető, hogy a korábbi elképzelésekkel ellentétben 
a hisztamin közvetlenül, a mellékvesevelő kromaffin sejtjeinek közreműködése nélkül hathat 
a mellékvesekéreg sejtjeire. Korábbi tanulmányokban azt találták, hogy a hisztamin HRH1 
receptora részt vesz a szteroidhormonok szekréciójának szabályozásában *89, 90]. 
Vizsgálataink alapján a HRH1 kifejeződése bizonyult legnagyobb mértékűnek az összes 
vizsgált csoportban mind mRNS, mind fehérje szinten, azonban az egyes csoportok között 
nem mutatott eltérést.  
A HRH2 szignifikánsan kisebb mértékben fejeződött ki a kortizol- és 
aldoszterontermelő adenomákban minden más vizsgált csoporthoz képest. Kortizoltermelő 
adenomákban a HRH4 nem volt kimutatható, míg a többi csoport mintáinak többségében, ha 
kis mértékben is, de kimutatható volt. Érdekes megfigyelés, hogy a HRH3 expressziója a 
rosszindulatú daganatokban szignifikánsan magasabb volt mind a normális szövetekhez, 
mind az adenomákhoz képest (26. ábra). Ezt az eltérést immunhisztokémiai vizsgálat során 
is észleltük, ami akár a rosszindulatúságra jellemző diagnosztikus markerként történő 
alkalmazhatóságát is felvetheti (27. ábra). A döntően idegrendszerben kifejeződő HRH3 
mellékvesekéreg-carcinomában megfigyelt nagymértékű expressziója figyelemre méltó, de 
ennek funkcionális jelentősége nem világos. 
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26. ábra: A HRH1 (A, B), HRH2 (C, D), HRH3 (E, F), HRH4 (G, H) és HNMT (I, J) mRNS- (qRT-
PCR a normális mintákhoz viszonyított ΔΔCT értékek) és fehérjeszintű (Western-blot 
eredmények denzitometriás elemzése a β-aktinhoz viszonyítva) kifejeződésének vizsgálata a 
normális mellékvesekéregben és a mellékvesekéreg jó- és rosszindulatú daganataiban. 
Rövidítések: IA: Inaktív adenoma, CPA: kortizoltermelő adenoma, APA: aldoszterontermelő 
adenoma, ACC: mellékvesekéreg-carcinoma (* p<0.05, n=58). 
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27. ábra: A HRH3 immunhisztokémia eredménye egy-egy reprezentatív malignus (A) és egy 
kortizoltermelő benignus (B) mellékvesekéreg-daganatban (20x-os nagyítás). 
 
 A hisztamin receptorai a G-fehérjékhez kapcsolt receptorok csoportjába tartoznak. 
Míg a HRH2 az intracelluláris cAMP koncentrációját emeli, addig a HRH3 és HRH4 az adenilát 
cikláz aktivitását gátolják *296, 297]. Az ACTH-cAMP-PKA jelátviteli útvonal szerepet játszik a 
ritka, jóindulatú, kortizoltermelő mellékvesekéreg-daganat kialakulására hajlamosító 
daganatszindrómák (Carney-complex, McCune-Albright- szindróma) patogenezisében és 
szerepére a sporadikus jóindulatú mellékvesekéreg-daganatokban is vannak adatok, azonban 
mellékvesekéreg-carcinomában jelentősége nem tisztázott *21].  
 A hormontermelő adenomákban észlelt csökkent HRH2 és a kortizoltermelő 
rosszindulatú mellékvesekéreg-carcinomára jellemző növekedett HRH3 expresszió e 
daganatokban csökkent cAMP jelátvitelre vezethet. Tekintettel arra, hogy a daganatokban a 
hisztamin koncentrációja az ép mellékvesekéreghez képest csökkent, e hipotézis jelentősége 
kérdéses, illetve tisztázásához további vizsgálatok lennének szükségesek. 
A HNMT expressziója egyik csoport között sem mutatott szignifikáns különbséget. A 
DAO sem mRNS, sem fehérje szinten nem volt kimutatható. 
 A hisztamin patogenetikai szerepét több daganatban igazolták és elsősorban 
daganatképződést serkentő hatásait írták le. Hatását kifejtheti mind közvetlenül a daganat 
sejteken, azok hisztamin receptorain keresztül, mind közvetve, a daganatsejteket körülvevő 
stróma sejtek befolyásolása révén *15+. Kimutatták, hogy az emberi melanoma sejtek 
hisztamint termelnek, és ez autokrin növekedési faktorként, a HRH1 és HRH2 receptorokon 
keresztül serkenti a sejtek szaporodását *298]. Egérmodellben a fokozott hisztamintermelést 
a melanoma gyorsabb progressziójával is kapcsolatba hozták *299]. A hisztamin a helyi 
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immunválaszt is nagymértékben képes befolyásolni *300+. Egerek colorectális tumoraiban a 
hisztamin hatására a Th1 immunválaszt serkentő IL-12 és interferon-γ csökkenése és a Th2 
immunválaszt serkentő IL-10 növekedése volt kimutatható *16]. 
 Eredményeink szerint a mellékvesekéreg-daganatokban a hisztamin mennyisége 
csökkent. Elképzelhető, hogy a HDC mellékvesekéreg-daganatokban észlelt csökkent 
kifejeződése e daganatok „dedifferenciálódásának” részjelensége, hiszen a rosszindulatú 
mellékvesekéreg-daganatokban más gének (pl. szteroidhormon bioszintézisben szereplő 
gének, novH) csökkent kifejeződését is leírták [47, 48, 301]. Expressziós vizsgálataink alapján 
nem tudunk választ adni arra a kérdésre, hogy a hisztaminnak milyen funkcionális 
jelentősége van ezekben a daganatokban és a hisztaminreceptorok kifejeződésének 
megváltozott mintázata a hisztamin csökkent koncentrációjával együtt milyen kórélettani 
következményekre vezet. Nem eldönthető kérdés az sem, hogy a hisztaminnal kapcsolatos 
gének és fehérjék eltérései a mellékvesekéreg-daganatok kialakulásában játszanak közre, 
vagy ezek csak következmények. E kérdések eldöntéséhez további, funkcionális vizsgálatok 
szükségesek. Mindazonáltal valószínűsíthető, hogy szemben más daganatokkal a hisztamin a 
mellékvesekéregben nem egyértelműen daganatnövekedést serkentő hatású. E 
megfigyelésünk is jelezheti, hogy a mellékvesekéreg több tekintetben is eltérően viselkedik 
más szervektől. 
 A hisztamin mellékvesekéreg-daganatokban betöltött szerepe a gyulladásos-immun 
folyamatok és az endokrin daganatok közötti kapcsolatra utal. 
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5.6.  In silico genomikai vizsgálatok szekvenciavariánsok felderítésére a  
hisztamin bioszintézisében, hatásában és lebontásában szereplő 
fehérjék génjeiben 
 
A HDC, hisztaminreceptorok (HRH1-4), HNMT és DAO szekvenciavariánsait in silico 
megközelítéssel kerestük. Számos már leírt és több új variánst azonosítottunk mind a nem 
kódoló, mind a kódoló szekvenciákban. E megközelítés hátránya, hogy az újonnan talált 
variánsok esetében nem tudjuk kizárni annak lehetőségét, hogy ezek nem valós eltérések, 
hanem csak a molekuláris genetikai vizsgálatok (polimeráz láncreakció, szekvenálás) 
műtermékei [175]. 
A nem kódoló régiókban észlelt variánsokat nem sikerült a gének működésében 
ismert szabályozó szekvenciákkal (promoter, enhancer, splicing donor és akceptor helyek) 
kapcsolatba hozni, ezáltal e variánsok jelentőségére nem tudtunk következtetést levonni. 
 A kódoló szekvenciák variánsai között mind aminosavcserével járó (8. táblázat), mind 
aminosavcserével nem járó szekvenciaeltéréseket találtunk. Az aminosavcserével nem járó 
variánsoknak is lehet biológiai szerepe, mivel rejtett intragénikus szabályozó szekvenciákat 
befolyásolhatnak. Az aminosavcserével járó variánsok között vannak olyanok, amelyek a 
fehérjék fizikokémiai tulajdonságait befolyásolhatják, hiszen az eredeti és megváltozott 
aminosav jellemzői jelentősen különböznek (pl.. AspHis a DAO aminosavszekvenciájában), 
míg mások vélhetően nem eredményeznek drasztikus változásokat (pl. LysArg a H2R, 
AspGlu a H3R, SerThr a DAO esetében). A talált aminosavcserével járó variánsokat 
összevetettük az adott enzimek és receptorok esetében ismert struktúra-funkció adatokkal a 
célból, hogy a variánsok funkcionális jelentőségére tudjunk következtetni. 
 A HDC génben három aminosavcserével járó variánst észleltünk (Ser148Gln, 
Ile400Asn, Arg617Trp), azonban ezek esetleges biológiai jelentőségére vonatkozó struktúra-
funkció adatot nem találtunk. 
               dc_206_11
134 
 
Vizsgált gén Észlelt variáns (eredeti aminosav - érintett kodon - megváltozott aminosav) 
HDC Ser148Gln, Ile400Asn, Arg617Trp 
H1R Gly252Val 
H2R Val133Arg, Lys175Asn, Lys207Arg, Asn217Asp, Lys231Arg, Val268Met 
H3R Asp19Glu 
H4R Ala138Val*, His206Arg*, Arg252Gln 
DAO Pro280Ala, Asp290Thr, Ser332Phe*, Ser592Thr, Arg632Gly, Asp664His 
HNMT Thr105Ile 
 
8. Táblázat: A kódoló szekvenciákat érintő, aminosavcserével járó variánsok. A vastagon 
szedett variánsokat populációgenetikai vizsgálatokban megerősítették. A csillaggal is jelzett 
variánsokat in silico módszerünkkel elsőként mi azonosítottuk. 
 
 A hét transzmembrán domént tartalmazó membránreceptorok családjába tartozó 
hisztaminreceptorok felépítésében nagy jelentőséggel bír a harmadik intracelluláris hurok, 
mivel ez a régió fontos szerepet játszik a jelátviteli folyamatokban, a G-fehérjék 
kapcsolódása révén [302]. A HRH1 receptorban talált Gly252Val variáns, valamint a HRH2 
receptorban talált hat, már leírt, aminosavcserével járó variáns közül a Lys207Arg, 
Asn217Asp és Lys231Arg variánsok érdekes lehetnek, mivel a harmadik intracelluláris 
hurokban találhatók [303]. A második intracelluláris hurokrégiónak is lehet, a harmadikhoz 
képest kisebb jelátviteli jelentősége [304]. A HRH2 Val133Ala variánsa a második 
intracelluláris hurokban található, ami így szintén szerepet játszhat a jelátviteli folyamatok 
befolyásolásában (28. ábra). Schizophreniában szenvedő betegekben az Asn217Asp 
előfordulását gyakoribbnak találták, mint az egészséges populációban [305]. Későbbi 
tanulmányokban azonban ezt nem erősítették meg [306]. A HRH3 receptorban talált 
egyetlen kódoló szakaszt érintő variáns, az Asp19Glu az N-terminális extracelluláris régióban 
található. Ez a régió a jelátvitelben és a ligand kötésében mai ismereteink szerint nem játszik 
szerepet.  
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28. ábra: A HRH2-ben talált fontosabb, aminosavcserével járó szekvenciavariánsok 
sematikus ábrázolása. (ic: intracelluláris) 
 
 A HRH4 génjében talált három variáns közül az Ala138Val és His206Arg variánsokat 
elsőként írtuk le és ezeket később populációgenetikai vizsgálatok során megerősítették 
[307+. E variánsok biológiai jelentőségére még nem tudtunk következtetni, mivel a H4 
receptor esetében struktúra-funkció adatok nem voltak ismertek. 
 A hisztamin lebontásában szerepet játszó enzimek közül a DAO in silico észlelt 
szekvenciavariánsai között a Ser332Phe variánst később populációgenetikai vizsgálatokban 
megerősítették [307+. A további variánsok közül az Asp664His aminosavcserével járó variáns 
figyelemre méltó lehet, mivel ezen aminosavcsere az amilorid kötéséért felelős hidrofób 
aminosavszekvencia szomszédságában helyezkedik el. A diamin-oxidáz alternatív elnevezése 
amiloridkötő fehérje, ami arra utal, hogy ez az enzim a káliumspóroló vízhajtó amilorid 
célfehérjéje [308]. Elképzelhető, hogy ez a variáns (amennyiben valós) az amilorid 
kötődésének befolyásolása révén klinikai jelentőggel is bírhat. Másrészről ismert az is, hogy a 
DAO katalitikus csoportjának felépítésében igen fontos rézion kötésében hisztidinek vesznek 
részt [309], és nem zárható ki, hogy egy újabb hisztidin megjelenése a katalitikus régió 
működését zavarhatja. A Ser592Thr variáns egy közvetlenül a katalitikus régió (367-590 
aminosavak) [310] mellett elhelyezkedő szerint változtat meg. A DAO struktúrájának 
fenntartásában bázikus lizin és arginin aminosavaknak fontos szerepe lehet [311], ebből a 
szempontból az Arg632Gly csere emelendő ki, mivel egy bázikus aminosavat neutrálisra 
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cserél. A HNMT génben egyetlen, már leírt polimorfizmust találtunk. A Thr105Ile (C314T) 
izoleucint tartalmazó variánsa csökkent enzimaktivitású és hőstabilitású enzimet kódol *312]. 
E variáns populációs gyakorisága 5 és 10 % között változik. Egyes adatok e variánst 
összefüggésbe hozták az asthma bronchialéval, azonban az összefüggést nem sikerült 
egyértelműen igazolni *80]. Az Thr105Ile polimorfizmust a kortizol metabolizmusával is 
kapcsolatba hozták, mivel az Ile variánst hordozókban metilprednizolon adása nyomán az 
endogén kortizolelválasztás gátlása kifejezettebb volt. Feltételezték, hogy e megfigyelés 
hátterében a csökkent aktivitású enzim következtében a hypothalamikus hisztaminerg 
neuronokban felszaporodó hisztamin centrális hatása állhat *313]. 
 A többi kódoló szekvenciát érintő variánst nem sikerült a fehérjék működésében 
bizonyított szereppel bíró régiókkal kapcsolatba hozni. Mindazonáltal nem zárható ki, hogy e 
variánsok is fontosak lehetnek. A fehérjék struktúrájának befolyásolása révén olyan 
aminosavcserék is funkcionális változásokat eredményezhetnek, melyek közvetlenül nem 
változtatnak meg kiemelt régiókat. 
 Az a megfigyelés, miszerint az in silico azonosított feltételezhető 
szekvenciavariánsaink közül hármat későbbi populációgenetikai vizsgálatok során 
igazoltak, módszerünk alkalmazhatóságát jelzi a genetikai variánsok kutatásában. 
Mindazonáltal számos in silico azonosított variánsunkat nem találták meg biológiai 
mintákban, ami egyrészt felveti az adatbázisokban található hibák lehetőségét, másrészről 
hangsúlyoznom kell, hogy az e módszerrel azonosított variánsok igazolásához a 
populációgenetikai vizsgálatok elengedhetetlenek. 
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5.7. In silico genomikai vizsgálatok a szteroidhormon bioszintézis és  
 metabolizmus enzimei és a glükokortikoidreceptor génjeiben 
 
Az in silico genomikai vizsgálatok területén maradva e helyütt tárgyalom két másik munkám 
eredményeit, amelyekben a szteroidhormonok bioszintézisében és metabolizmusában 
szereplő enzimek génjeinek valamint a glükokortikoidreceptor gén szekvenciavariánsait 
vizsgáltam. 
Több adat utal arra, hogy mind a szteroidhormon-bioszintézis és -metabolizmus 
enzimei, mind a glükokortikoidreceptor szerepet játszhat a mellékvesekéreg-daganatok 
patogenezisében, és feltételezhetjük, hogy variánsaiknak is szerepe lehet a daganatok 
kialakulásában. Az eredményeket röviden ismertetem. 
 
5.7.1. Szteroidhormon bioszintézis és metabolizmus 
Jól ismert, hogy a szteroidhormon bioszintézis egyes enzimeit érintő mutációk (főként a 21-
hidroxiláz, 17α-hidroxiláz/17-20 liáz, 11β-hidroxiláz) congenitális adrenalis hyperplasia 
kialakulásához vezetnek [314]. Egyes adatok arra utalnak, hogy ezen enzimek eltérései a 
mellékvesekéreg-daganatok patogenezisében is szerepet játszhatnak. A sporadikus 
mellékvesekéreg-daganatok kis részében a 21-hidroxiláz szomatikus mutációit mutatták ki 
[315]. A génexpressziós vizsgálatok eredményei szerint a rosszindulatú daganatokban a 
szteroid bioszintézis enzimek kifejeződése csökkent mértékű a jóindulatúakhoz képest [47]. 
A szteroidhormonok bioszintézisében és lebontásában szereplő enzimek (29. ábra) 
közül a p450 oldallánchasító enzim (CYP11A1), a 17α-hidroxiláz/17-20 liáz (CYP17), a 3β-
hidroxiszteroid dehidrogenáz 1 és 2 izotípusa (HSD3B1 és HSD3B2), a 21-hidroxiláz (CYP21B), 
a 11β-hidroxiláz 1 (kortizol-szintáz, CYP11B1), a 11β-hidroxiláz 2 (aldoszteron-szintáz, 
CYP11B2), aromatáz (CYP19), 11β-hidroxiszteroid dehidrogenáz 1 és 2 (HSD11B1 és 
HSD11B2), szteroid 5α-reduktáz 1 és 2 (SRD5A1 és SRD5A2), szteroid 5β-reduktáz (SRD5B1), 
dehidroepiandroszteron szulfotranszferáz (DHEA-ST), 17β-hidroxiszteroid dehidrogenáz 1, 2 
és 3 (HSD17B1-3) enzimek génszekvenciáit vizsgáltuk a kódoló és nem kódoló szakaszok 
szekvenciavariánsainak vizsgálata céljából. 
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29. ábra: A szteroidhormon bioszintézis folyamatainak sematikus ábrázolása. Rövidítések 
a szövegben. 
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A szteroidhormon bioszintézis sebességmeghatározó lépését az oldallánchasító enzim 
(CYP11A1) katalizálja. A HSD11B1 és 2, a SRD5A1 és 2, a SRD5B1 és a DHEA-ST a 
szteroidhormonok metabolizmusában vesznek részt. A 17β-hidroxiszteroid dehidrogenáz 3 
típusa közül az 1-es és 3-as elsősorban a szteroidhormonok bioszintézisében (ösztradiol és 
tesztoszteron), míg a 2-es típus a metabolizmusukban (ösztradiol-ösztron, tesztoszteron-
androszténdion átalakulás) vesz részt [316]. 
 Mind a kódoló, mind a nem kódoló szakaszokon számos variánst találtunk, amelyek 
között már ismert variánsok is azonosíthatók voltak. 
A nem kódoló szakaszokon nagyszámú szekvenciavariánst találtunk pl. 59-et a 
HSD11B2-ben, 53-at a CYP19-ben és 77-et a CYP17-ben. Két ismert nem kódoló szekvenciát 
érintő szekvencia variánst is találtunk, így az emlőrákra vonatkozó hajlam meghatározásával 
összefüggésbe hozott CYP19 szekvenciavariánst a gén 3’ nem kódoló régiójában (C/T +19 bp) 
[317], valamint az aldoszteron bioszintézis utolsó lépését katalizáló aldoszteron- szintázt 
kódoló CYP11B2 gén -344C/T polimorfizmusát, amelyet már több hypertoniával, primer 
aldosteronismussal és szívelégtelenséggel foglalkozó tanulmányban vizsgáltak [318].  
A kódoló szekvenciákat érintő szekvenciavariánsok között mind aminosavcserével 
járó, mind „csendes” (silent) szekvenciavariánsokat észleltünk. A CYP11A1 és CYP11B2 
génben 7-7, a CYP17-ben és CYP21-ben 2-2 eddig nem leírt szekvenciavariánst 
azonosítottunk stb. A 9. táblázatban a szteroid bioszintetikus enzimek, míg a 10. táblázatban 
a metabolizmusban szerepet játszó enzimek variánsait mutatom be. 
Az oldallánchasító enzimet kódoló CYP11A1 génben hét eddig ismeretlen variánst is 
találtunk, azonban ezek biológiai jelentősége nem ismert. 
A kortizol és aldoszteron bioszintézisében alapvető 21-hidroxilázt kódoló génben 
(CYP21B) három ismert (Lys102Arg, Pro426Arg, Asn493Ser) és két új variánst (Asp437Glu, 
Pro490Pro) észleltünk. A Pro426Arg variánsa érdekes lehet, mivel a 426-os pozícióban 
található prolin az enzim katalitikus centrumának felépítésében, a hem kötésében alapvető 
jelentőségű [319].  
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Vizsgált 
gén 
szekvenciavariáns  
(kodon száma középen) 
érintett 
aminosavak 
CYP11A1 tac16tgc Tyr16Cys 
ata137gta Ile137Val 
ttc274ttg Phe274 Leu 
atg301atc Met301Ile 
gtc356gtg Val (NV) 
gcc501ccc Ala501Pro 
aag 505gag Lys505Glu 
CYP17 tgg22tgc Trp22Cys 
tct65tcg Ser (NV) 
cat46cac His (NV) 
gat192gac Asp (NV) 
gat283gac Asp (NV) 
HSD3B1 ttg338ctg Leu (NV) 
aac367acc Asn367Thr* 
CYP21B aag102agg Lys102Arg 
ccg426cgc Pro426Arg 
gac437gag Asp437Glu 
cca490ccg Pro (NV) 
aac493agc Asn493Ser 
CYP11B1 cgg43cag Arg43Gln* 
cta75ctg Leu (NV) 
ctg362ctc Leu (NV) 
ttc494tgc Phe494Cys 
CYP11B2 tcc17tcg Ser17Cys 
atc55atg Ile55Met 
tac119atc Tyr119Ile 
ttc168ttt Phe (NV) 
aag173agg Lys173Arg 
aga249agc Arg249Ser 
gcg291gca Ala (NV) 
ccc322ccg Pro (NV) 
agg374cgg Arg (NV) 
gtg386gcg Val386Ala 
CYP19 gta80gtg Val (NV) 
ggt219ggg Gly (NV) 
cgc264tgc Arg264Cys 
aac496agc Asn496Ser 
HSD17B1 agt192ggt Ser192Gly 
 
9. táblázat: A szteroidhormonok bioszintézisében szereplő enzimek génjeiben észlelt 
kódoló szekvenciákat érintő variánsok. A vastagon szedett variánsokat már leírták. *-gal 
jelölt variánsokat későbbi genetikai epidemiológiai vizsgálatokban igazolták. NV (nincs 
változás, szinonim): nem eredményez aminosavcserét 
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 A HSD3B1 gén Asn367Thr variánsát későbbi vizsgálatokban igazolták és 
afroamerikai valamint kaukázusi népességben 10 % feletti allélgyakoriságot állapítottak meg 
[320]. A kortizolszintézis utolsó lépését katalizáló enzimet kódoló CYP11B1 génben egy 
másik in silico variánsunk előfordulását is igazolták (Arg43Gln), és in vitro mutagenezisen 
alapuló vizsgálatokkal azt találták, hogy e variáns a vad típushoz képest 30-50 %-os 
intracelluláris enzimszint csökkenést eredményezett [321]. 
A többi ismert szekvenciavariáns közül érdemes még megemlíteni aldoszteron szintáz 
(CYP11B2) Lys173Arg polimorfizmusát, amit primer aldosteronismussal és alacsony renin 
aktivitással (low renin) hypertoniával hoztak összefüggésbe. A Lys173 variáns a fent említett 
nem kódoló -344T variánssal együtt a CYP11B2 nagyobb mértékű kifejeződésével jár az ép 
mellékvesekéregben és aldoszterontermelő adenomákban is a -344C/Arg173 haplotípushoz 
viszonyítva *322]. 
A szteroidormonok metabolizmusában szereplő gének közül a 11-béta hidroxiszteroid 
dehidrogenáz 2 típusa (HSD11B2) a kortizol-kortizon átalakulás katalizálásával fontos 
szerepet játszik az aldoszteronreceptor kortizollal szembeni védelmében. E gén egyetlen, 
már ismert variánsát találtuk [323]. 
 
Vizsgált gén szekvenciavariáns 
(érintett kodon 
száma középen) 
érintett 
aminosavak 
HSD11B1 caa253cag Gln (NV) 
HSD11B2 gtg148ttg Val148Leu 
SRD5A1 cgg30cgc Arg (NV) 
 ccg103cca Pro (NV) 
 gca116gcg Ala (NV) 
 aca190acg Thr (NV) 
 gcg29ccg Ala29Pro 
SRD5A2 gta89cta Val89Leu 
DHEA-ST agc90acg Ser90Thr 
 gtg158gtc Val (NV) 
 cta159gta Leu159Val 
HSD17B2 gga14gca Gly14Ala 
 
10. táblázat: A szteroidhormonok metabolizmusában szereplő enzimek génjeiben észlelt 
kódoló szekvenciákat érintő variánsok. A vastagon szedett variánsokat már leírták. NV 
(nincs változás): nem eredményez aminosavcserét 
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A tesztoszteron-dihidrotesztoszteron átalakulásban alapvető funkciójú 5-alfa reduktáz 2-es 
típusában egyetlen, már ismert variánst (Val89Leu) találtunk, amit a prosztata carcinomára 
vonatkozó hajlammal [324, 325+, illetve a polycystás ovarium szindrómával *326] is 
összefüggésbe hoztak.  
A szteroidhormonok bioszintézisében és metabolizmusában szereplő enzimek 
génjeinek szekvenciavariánsai a farmakogenetika fontos fejezetét képezik. Több betegség 
kialakulásában és kezelésében is fontosak lehetnek, ezért felderítésük fontos. In silico 
vizsgálatunkban több, már leírt variáns mellett számos újat találtunk, amelyek közül 
populációgenetikai vizsgálatokban eddig kettőt igazoltak. 
Az in silico azonosított variánsok további vizsgálata keretében egyrészt ezek 
populációgenetikai megerősítése lenne szükséges, másrészt biológiai jelentőségük 
vizsgálatához közelebb vihetnek a háromdimenziós fehérjemodellezési módszerek. A 
következőkben ismertetendő in silico azonosított glükokortikoidreceptor variánsok 
potenciális jelentőségét e módszerrel vizsgáltuk. 
 
5.7.2. Glükokortikoidreceptor (GR) 
A kortizol sokrétű hatásait a glükokortikoidreceptoron keresztül fejti ki. A 
glükokortikoidreceptor mutációi állnak a ritkán előforduló glükokortikoidrezisztencia 
hátterében. A betegek többségében magas vérnyomás, fáradtság, valamint androgén illetve 
mineralokortikoid túltermelés tünetei figyelhetők meg. A mutációk mellett több 
polimorfizmus is ismert a glükokortikoidreceptor génben [173, 327]. 
 A glükokortikoidreceptor a mellékvesekéreg-daganatok patogenezisében is szerepet 
játszhat. Klinikánk endokrin munkacsoportja írta le, hogy a glükokortikoidreceptor (GR) két 
izoformája (alfa és béta) nagyobb mértékben fejeződik ki a jóindulatú kortizoltermelő 
adenomákban az ép szövetekhez és hormonálisan inaktív adenomákhoz képest [328]. A 
jóindulatú mellékvesekéreg-daganatokhoz képest a rosszindulatú daganatok GR kifejeződése 
fokozott mértékű [231]. Klinikánk endokrin munkacsoportjának egy másik megfigyelése 
szerint az GR ismert Asn363Ser (N363S) polimorfizmusának előfordulási gyakorisága a 
kétoldali mellékvesekéreg-adenomában szenvedő betegekben szignifkánsan nagyobb az 
egészségesekhez és az egyoldali adenomát hordozókhoz képest [329]. 
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Mindezen megfigyelések a glükokortikoidreceptor és glükokortikoid hatás 
patogenetikai jelentőségére utalhatnak a mellékvesekéreg-daganataiban, bár ezek 
molekuláris mechanizmusa nem tisztázott. A glükokortikoidok immun-neuroendokrin 
kölcsönhatásokban betöltött kitüntetett szerepére tekintettel, a glükokortikoidreceptor 
variánsainak is fontos szerepe lehet a glükokortikoidok immunológiai hatásaiban. 
A glükokortikoidreceptor kilenc exonból épül fel. Az alfa és béta izoforma a 9. 
exonban különbözik (9α és 9β). A kortizol elsősorban a GRα izoformán keresztül fejti ki 
hatásait, míg a GRβ inkább gátló hatású, bár újabb adatok transzkripciót aktiváló hatásaira is 
utalnak [330]. In silico vizsgálatunkban a glükokortikoidreceptor exonjait, intronjait, a 
glükokortikoidreceptor α és β mRNS-ét vizsgáltuk eddig ismeretlen szekvenciavariánsok 
felderítése céljából.  
 
Szekvenciavariáns  Érintett aminosav Érintett exon 
CACCAT* His588 (NV)*  Exon 6 
ATGACC Met646Thr Exon 7 
CTGCCG Leu647Pro Exon 7 
TCTTAT Ser651Tyr Exon 7 
GACGAT* Asp678 (NV)*  Exon 8 
GGTGGG Gly679 (NV) Exon 8 
ATTCTT Ile701Leu Exon 8 
TTTTGT Phe715Cys Exon 8 
AATAAC* Asn766 (NV)*  Exon 9α 
 
11. táblázat: A glükokortikoidreceptor kódoló szekvenciáinak in silico vizsgálatával 
azonosított variánsai (NV: aminosavcserét nem eredményező variáns). A vastagon szedett 
variánsokat már leírták. 
 
A kódoló szakaszokon 8 szekvenciavariánst találtunk (11. táblázat), ezek közül három, 
aminosavcserével nem járó csendes polimorfizmus már ismert volt (His588His, Asp678Asp és 
Asn766Asn). Valamennyi szekvencia variáns a fehérje hormonkötő régióját befolyásolta. A 
Gly679Gly csendes szekvencia variáns ugyanazon kodont érinti, mint egy már leírt 
glükokortikoid-rezisztenciával társított mutáció (Gly679Ser). 
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A glükokortikoidreceptor hormonkötő részének háromdimenziós szerkezetét 2002-
ben közölték [331], valamint a ligand (dexametazon) és receptor antagonista (RU468) 
kötésére bekövetkező változásokat is leírták [332]. Ezzel lehetővé vált a mutációk és 
variánsok következtében beálló térszerkezeti változások háromdimenziós modellezése, amit 
az aminosavcserével járó variánsok esetén vizsgáltunk.  
A 30. ábra a glükokortikoidreceptor hormonkötő részének szalagdiagramját mutatja 
néhány ismert, glükokortikoid-rezisztenciát okozó mutáció és in silico variánsaink 
feltüntetésével. 
 
30. ábra: A glükokortikoidreceptor hormonkötő részének sematikus ábrája (szalagdiagram 
– ribbon diagram). A bekeretezett aminosavak in silico azonosított variánsok, a többi jelölt 
aminosavat glükokortikoid-rezisztenciát okozó mutációk érintik. 
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A háromdimenziós modellezés alapján az in silico azonosított Met646Thr variáns közvetlenül 
a ligand (dexametazon) kötését érintheti. A metioninhoz képest kisebb méretű treonin a 
ligandkötő zsebet kevésbé tölti ki, ami csökkent hormonkötéshez vezethet (31. ábra). A 
patkány glükokortikoidreceptorban a humán 646-os metioninnak megfelelő 664-es 
metionint in vitro mutagenezissel vizsgálták, és ennek treoninra cserélése a receptor 
hormonkötési képességét jelentősen megváltoztatta [333]. Mindezen adatok e variáns 
funkcionális jelentőségét jelezhetik. 
 
31. ábra: A világosbarnával jelzett 646-os metionin közvetlen kapcsolatban áll a sötétzöld 
és sötétvörös színekkel jelölt dexametazonnal (A). A kékkel jelölt treonin csak részben tölti 
ki a ligandkötő zsebet, ami csökkent hormonkötést vonhat maga után (B). 
 
A 646-os metionin mellett elhelyezkedő leucin (Leu647) a hormonkötő régió melletti 
hidrofób zseb felépítésében fontos, így a Leu647Pro in silico variáns prolinja e zseb 
felépítését zavarhatja. 
In silico vizsgálataink során ugyanazon csírasejtes nukleotidszekvenciában észleltük az 
Ile701Leu és a Phe715Cys variánsokat. Ezen aminosavak a hormonkötő régióval szemben 
helyezkednek el és a ligand stabilitásának biztosításában játszhatnak szerepet. Amennyiben 
e variánsok valóban léteznek és nem szekvenálási hibákból származnak, a 
glükokortikoidreceptor működését alapvetően befolyásolhatják. A Ser651Tyr funkcionális 
következményei nem világosak, mivel ez a fehérje felszínén helyezkedik el másik 12 
tirozinnal egyetemben, így lehetséges, hogy nem okoz működési zavart. 
Mindazonáltal hangsúlyoznom kell, hogy in silico eredményeink biológiai 
jelentőségének megerősítése kísérletes vizsgálatokat igényelne. 
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5.8.  Citokinek és receptoraik kifejeződésének vizsgálata hypothalamikus 
 GnRH-neuronokban: az oncostatin M (OSM) hatásai 
 
Az immun-neuroendokrin kölcsönhatások vizsgálata keretében tanulmányoztam a 
hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és citokinreceptor expressziós mintázatát, mivel ez 
vizsgálatunkat megelőzően nem volt ismert. A reproduktív tengely (hypothalamus-
hypophysis-gonádok) aktivitása számos betegségben lecsökken (pl. fertőzések, daganatos 
betegségek) és ebben a citokinek is szerepet játszanak. A proinflammatorikus citokinek (TNF-
α, IL-1β, IL-6) több ponton is befolyásolhatják a reproduktív tengely működését, azonban a 
különböző kísérleti rendszerekben tett megfigyelések között számos eltérés figyelhető meg, 
így nehéz egységes képet kialakítani [92]. 
 Elsőként vizsgáltuk közvetlenül a hypothalamikus GnRH-neuronok citokin és 
citokinreceptor expressziós mintázatát. 
 E neuronok vizsgálata nehéz, mivel elszórtan helyezkednek el a hypothalamusban és 
ezért közvetlen vizsgálatuk elsősorban sejttenyészetek révén lehetséges. E munkámat 
Svájcban végeztem, ahol kondicionális immortalizáció technikájával állítottak elő egy új 
sejtvonalat. E sejtvonal (GnV-4) a Tet-On rendszer felhasználása következtében csak 
tetraciklin (doxiciklin) jelenlétében osztódik, annak hiányában differenciálódik és az ép 
GnRH-neuronokhoz nagyban hasonló fenotípust vesz fel [97, 98].  
 Első lépésben a GnV-4 sejtvonal citokin és citokinreceptor expresszióját mRNS szinten 
kvalitatív RT-PCR-rel vizsgáltuk. Vizsgálatainkat azon citokinekre és receptorokra 
összpontosítottuk, amelyek jelentőségét az immun-neuroendokrin kölcsönhatásokban más 
kísérleti rendszerekben már kimutatták [109]. Vizsgáltuk az IL-1 és IL-6 citokincsalád 
receptorait, az IL-2 receptor alegységeit és az IL-10 receptorát. Kimutattuk, hogy GnV-4 
sejtek kifejezik az IL-1 mindkét receptorának (IL-1R1 és IL-1R2) és a jelátvitelhez szükséges 
járulékos fehérje mRNS-ét (IL-1 receptor accessory protein, IL-1Rap), az IL-2 receptor γ 
alegységét, valamint az IL-6 receptorcsalád közös gp130 jelátviteli alegységét, valamint az 
IL-6 és oncostatin M (OSM) receptorát (OSMRβ) (32. ábra A). Érdekes módon, az IL-6 
családba tartozó és ismert központi idegrendszeri funkciókkal rendelkező ciliáris 
neurotrofikus faktor (CNTF) és leukémia inhibitoros faktor (LIF) receptorait nem észleltük 
[110]. 
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32. ábra: Az OSMRβ, gp130 és IL-6Rα mRNS expressziójának kimutatása kvalitatív RT-PCR-
rel (A). Az OSM hatása a korai gének kifejeződésére (B-D) szemikvantitatív RT-PCR alapján 
az S12 riboszomális fehérje mRNS-éhez viszonyítva. *: p<0,05, bp: bázispár, MW: 
molekulatömeg marker. (n=3) 
 
 Az IL-1 receptorok és a jelátvitelhez szükséges IL-1Rap együttes kifejeződése arra utal, 
hogy az IL-1 hatásához szükséges fehérjék jelen lehetnek a hypothalamikus GnRH-
neuronokon. Korábbi in vivo eredmények az IL-1β GnRH expressziót befolyásoló hatására 
utalnak [334], és eredményeink ennek molekuláris hátterét igazolhatják. Természetesen az 
mRNS szintű eredmények fehérjeszintű megerősítése szükséges. 
 A citokinek közül az IL-1α, IL-1β, IL-1 receptor antagonista (IL-1RN), IL-6 és OSM 
mRNS kifejeződését vizsgáltuk, de csak az IL-6-ét találtuk meg. Az IL-6 és az IL-6 receptor 
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mindkét alegységének (gp130 + ligandspecifikus alegység) együttes jelenléte autokrin 
szabályozás lehetőségét veti fel, amit már korábbi eredmények alapján is feltételeztek [105]. 
A receptorok közül az OSM receptorának expressziója tűnt a legérdekesebbnek, 
mivel ennek központi idegrendszeri kifejeződéséről eddig kevés adat volt: kismértékű 
expresszióját számos agyterületen észlelték, de legmagasabb mértékben a bulbus 
olfactoriusban fejeződött ki [335, 336]. Mivel a hypothalamikus GnRH-neuronok is az 
olfactoricus plakod területéről származnak, e megfigyelés fejlődéstani szempontból is 
érdekes lehet [96, 337].  
Emberben az OSM kétféle receptorhoz kötődhet. Az 1-es típusú OSM receptor 
egyben a LIF receptora is, míg a 2-es típusú receptort az OSM-re specifikus OSMRβ alkotja a 
gp130 közös jelátviteli alegységgel közösen. Rágcsálókban csak a 2-es típusú receptor köti az 
OSM-et [108]. Mivel a patkány eredetű GnV-4 sejtvonalban a LIF receptorát egyébként sem 
mutattuk ki, az OSM hatásai csak a 2-es típusú receptoron keresztül jöhetnek létre. 
Az OSM számos hatását írták le a gyulladás, vérképzés, máj regenerációs 
folyamatainak szabályozásában, potenciális endokrin jelentőségéről azonban csak kevés 
megfigyelést közöltek. Az OSM serkenti az agyalapi mirigy ACTH [338] és a méhlepény 
humán chorion gonadotropin (hCG) elválasztását [339], valamint Sertoli-sejteken autokrin 
növekedési faktorként is szóbajön [340]. 
A továbbiakban az OSM funkcionális jelentőségét vizsgáltuk. Első lépésben az OSM 
kezelés korai gének kifejeződésére kifejtett hatását vizsgáltuk szemikvantitatív RT-PCR-rel. 30 
perces kezelések során az OSM dózisfüggően serkentette a c-fos (32. ábra B), az Egr-1 (early 
growth response-1/korai növekedési válasz 1 gén) (32. ábra C), a GADD45γ (growth arrest 
and DNA-damage-inducible 45 gamma/növekedés gátlás és DNS-károsodás indukálta 45 
gamma gén) (32. ábra D) és az MKP-1 (mitogén aktiválta kináz foszfatáz 1) gének 
kifejeződését. Ezek közül a c-fos és a GADD45γ kifejeződését serkentette a legnagyobb 
mértékben. A szintén vizsgált Myd118 (másnéven GADD45β) gén kifejeződését az OSM 
kezelés nem befolyásolta. A c-fos kifejeződésének fokozódását az idegsejtek általánosan 
elismert aktivációs jelének tekintik [341, 342]. Az Egr-1 a sejtosztódás és apoptózis 
szabályozásában játszik szerepet [343]. Az OSM máj és simaizom sejtekben serkentette a c-
fos és Egr-1 kifejeződését [344-346]. A GADD45 fehérjecsalád tagjai a genom stabilitásának 
fenntartásában és a DNS-károsodásra adott válaszban játszanak szerepet [347, 348], és ezek 
OSM általi serkentését más sejtvonalon (NIH3T3) már igazolták [349]. Az OSM az idegsejtek 
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apoptózisában szerepet játszhat, ami felveti, hogy egyes neurodegeneratív kórképekben (pl. 
HIV encephalopathia) patogenetikai tényező lehet [350]. 
Mindezen megfigyelések arra utalnak, hogy az OSM kezelés hatására a 
hypothalamikus GnRH-neuronok aktiválódnak és az OSM alapvető sejtosztódási, 
differenciálódási és apoptózisban fontos mechanizmusokat is befolyásolhat. 
 A korai gének közül a c-fos, Egr-1 és MKP-1 aktivációját is kapcsolatba hozták más 
sejttípusokon a mitogén aktiválta protein kináz (MAPK) jelátviteli úttal. Vizsgáltuk ezért az 
OSM és az IL-6 a MAPK jelátviteli útra kifejtett hatását. Az OSM szignifikánsan serkentette a 
MAPK Erk1/2 foszforilációját és hatása sokkal erősebb volt és tovább tartott, mint az azonos 
koncentrációban alkalmazott IL-6-é. (33. ábra). (Az OSM és az IL-6 móltömege közel azonos, 
ezért 100 ng/ml-es koncentrációjuk közel azonos moláris koncentrációt eredményez.) 
 
33. ábra: Az OSM és IL-6 hatásai az Erk foszforilációjára. A felső panel egy jellemző 
kvalitatív Western-blotot mutat be. Az alsó panelen a denzitometriai eredményeket mutatom 
be: a háromszögekkel jelölt görbe az OSM, a négyzetekkel jelölt az IL-6 hatását mutatja 
(n=4).  
 
 Az MKP-1 terméke a MAPK jelátviteli út negatív szabályozásában játszik szerepet 
[351], és OSM általi serkentése negatív visszacsatolás lehetőségére utal. 
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 A MAPK jelátviteli út jelentőségének további vizsgálata keretében, az Erk1/2 
aktivációt specifikusan gátló PD98059 jelenlétében is tanulmányoztuk az OSM korai gének 
aktivációjára kifejtett hatását. A PD98059 teljesen meggátolta az OSM Egr-1 és c-fos mRNS 
expresszióra kifejtett hatását, ami igazolja a MAPK jelátviteli út jelentőségét e két korai gén 
serkentésének folyamatában (34. ábra). 
 
 
34. ábra: Az OSM korai gének kifejeződését serkentő hatását az Erk1/2 gátló PD98059 
szignifikánsan gátolja. A GnV-4 sejteket 1 órán át előkezeltük 50 µM PD98059-el, majd 30 
perces OSM kezelésnek (250 ng/ml) vetettük alá. A felső panelek jellemző kvalitatív RT-PCR 
eredményeket mutatnak (agaróz gél elektroforézis képe), míg az alsó paneleken a 
denzitometria során kvantifikált eredményeket mutatom be az S12 riboszomális fehérje 
mRNS-éhez viszonyítva. *: p<0,05, DMSO: dimetil szulfoxid (szolvens kontroll). (n=3) 
 
 Mai ismereteink szerint a hypothalamikus GnRH-neuronok elsődleges és talán 
egyetlen élettani feladata a GnRH elválasztása. Az OSM GnRH mRNS expresszióra kifejtett 
hatását valós idejű qRT-PCR-rel vizsgáltuk mind a GnV-4 sejteken, mind primer magzati 
patkány hypothalamus sejtkultúrákon. Az OSM önmagában nem befolyásolta a GnRH mRNS 
kifejeződését, azonban az N-metil-D-aszpartát (NMDA, 50 µM) indukálta GnRH mRNS 
expresszió növekedést dózisfüggően, hatékonyan gátolta. A glutamát receptor agonista 
NMDA a GnRH kifejeződés egyik leghatékonyabb serkentője [352]. A maximális, 70 %-os 
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gátlást a GnV-4 sejteken 50 ng/ml-es OSM koncentrációnál, míg a primer fötális 
hypothalamus tenyészeteken 100 ng/ml-es koncentrációnál értük el. (35. ábra) E 
különbségben közrejátszhat, hogy a GnV-4 sejtvonal a hypothalamikus GnRH-neuronszerű 
sejtek színtenyészete, míg a primer hypothalamikus tenyészetek kevert sejtes kultúrák. 
 
 
 
35. ábra: Az OSM dózisfüggően gátolja az NMDA indukálta GnRH mRNS expressziót 6 órás 
kezelések során. Valós idejű qRT-PCR eredmények. A GnRH expressziót a β2-
mikroglobulinhoz, mint belső kontrollhoz viszonyítottuk. GnV-4 sejtek (A) (n=6), magzati 
patkány hypothalamikus tenyészetek (B) (n=6). 
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Eredményeink szerint az OSM szerepet játszhat a GnRH-neuronok működésének 
szabályozásában és akár bizonyos betegségek, ill. stresszhelyzetek hatására bekövetkező 
reproduktív aktivitás csökkenésében is. A citokinek reproduktív tengelyre kifejtett 
hatásaiban ezek szerint közvetlen GnRH-neuronokra kifejtett hatások is szerepet játszanak, 
de ezek igazolásához in vivo vizsgálatok is szükségesek lennének. 
A citokinek és így az OSM hatása is alapvetően parakrin jellegű. Az OSM fő forrásai a 
periférián az aktivált T- és mononukleáris sejtek [353], azonban a központi idegrendszerben 
is termelődhet a microglia révén [354], sőt az agy gyulladásos elváltozásai [355+ és 
daganatok (gliomák) *356] is termelhetik. Mindezek alapján elképzelhető, hogy egyes 
központi idegrendszeri gyulladásos és daganatos betegségek következtében helyileg 
termelődő OSM a hypothalamikus GnRH elválasztás befolyásolásán keresztül a reproduktív 
aktivitást módosíthatja. 
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5.9.  Multiplex endokrin neoplasia 2A típusában (MEN2A) szenvedő betegek  
 vizsgálata 
 
5.9.1. A SE ÁOK II. Belgyógyászati Klinikán elsőként igazolt MEN2A család  
 esete 
 
A Semmelweis Egyetem ÁOK II. Belgyógyászati Klinikán az elsők között végeztünk hazánkban 
genetikai vizsgálatot medulláris pajzsmirigyrák (MTC), phaeochromocytoma (Pheo) és primer 
hyperparathyreosis kialakulására hajlamosító MEN2A szindróma igazolására. Ennek során 
1998-es hamburgi tanulmányutam (Dr. Wolfgang Höppner, Institut für Hormon und 
Fertilitätsforschung) során elsajátított módszert használtunk. A jelenleg laboratóriumunkban 
is alkalmazott PCR reakciót követő direkt szekvenálással szemben első vizsgálataink során az 
exonokra specifikus PCR reakció után egyláncú DNS konformációs vizsgálatot (single strand 
conformational polymorphism, SSCP) használtunk a mutációk szűrésére, majd restrikciós 
enzimemésztést egyes mutációk igazolása céljából [183]. 
 Az elsőként közölt esetünkben a család elsőként vizsgált (index eset) tagjánál 40 éves 
korában medulláris pajzsmirigyrák igazolódott és teljes thyreoidectomia történt. 2 évvel 
később phaeochromocytoma miatt műtötték. Az index eset lányánál 25 éves korában 
metasztatizáló medulláris pajzsmirigyrákra derült fény, ami miatt teljes thyreoidectomia és 
nyaki blokk disszekció történt. 10 évvel később kétoldali phaeochromocytoma is kialakult. A 
családfát a 36. ábra mutatja be. 
 
36. ábra: A II. Belgyógyászati 
Klinikán genetikai vizsgálattal 
elsőként diagnosztizált MEN2A 
család családfája. A fekete 
szimbólumok a betegeket, az 
üresek az egészségeseket jelzik. 
Kör: nők, négyzet: férfiak. 
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 A molekuláris genetikai vizsgálatok során elsőként a MEN2A-ban leggyakrabban 
érintett RET 11-es exon PCR amplifikációját végeztünk, majd SSCP következett (37. ábra A). 
Ennek során a két érintett családtag mintájában egy alsó, harmadik futtatási csík jelenléte 
jelzi a heterozigóciát. Az SSCP képe alapján felmerült TGC634TAC (aminosavszinten Cys → 
Tyr) mutáció igazolásához restrikciós enzimemésztést végeztünk, mivel a mutáció egy Rsa1 
hasítóhelyet hoz létre, ami a vad típusú DNS-ben hiányzik (37. ábra B). Mindkét érintettben 
igazoltuk a mutációt. Az unokában mutációt nem találtunk, így MEN2A irányú gondozása 
nem szükséges. 
 
 
37. ábra: A: SSCP eredménye a TGC634TAC mutációt hordozó család genetikai vizsgálata 
során. B: Rsa1 restrikció enzim emésztés eredménye. Az 1-2. mintában látható alsó 
többletcsíkok (nyilak) a heterozigóciát jelzik. A minták számai a családfa jelzéseinek felelnek 
meg. 1-2. betegek, 3. egészséges unoka, 4. kontroll. 
 
A TGC634TAC mutáció a MEN2A szindrómát okozó egyik leggyakoribb RET protoonkogén 
mutáció [66]. 
 
               dc_206_11
155 
5.9.2. Új klinikai fenotípusok MEN2A szindrómában 
A multiplex endokrin neoplasia 2A típusában több geno-fenotípus összefüggést írtak le. Az 
alábbiakban két általunk leírt új fenotípust ismertetek. 
 
5.9.2.1.  Phaeochromocytoma előfordulása a RET protoonkogén 10-es  
  exon 609-es kodon mutációja esetén 
 
A multiplex endokrin neoplasia szindrómák diagnózisára és gondozására vonatkozó 2002-
ben közölt nemzetközi irányelvek szerint a geno-fenotípus összefüggések vizsgálatának 
addigi eredményei alapján a RET protoonkogén 10-es exonjában előforduló 609-es kodon 
mutációk nem hajlamosítanak phaeochromocytomára [66]. 
 Ennek kapcsán elsőként ismertettük egy olyan magyar család esetét, ahol a 
TGC609TCC, aminosavszinten Cys→Ser cserét eredményező mutáció 
phaeochromocytomával társult. 
 Az elsőként vizsgált egyénnél (index eset) 48 éves korában phaeochromocytomát 
diagnosztizáltak. Sikeres adrenalectomiát követően, MEN2A szindróma gyanújával történt 
MTC irányú vizsgálata során a szérum kalcitonin érték jelentős emelkedettségét találtuk (780 
pg/ml; normális felső határ: 11,5 pg/ml). A pajzsmirigy ultrahang vizsgálata göb jelenlétét 
mutatta és az ebből végzett aspirációs citologiai vizsgálat medulláris cacinoma gyanúját 
vetette fel, amit a teljes thyreoidectomia során eltávolított pajzsmirigy szövettani vizsgálata 
megerősített. 
 Bár a beteg édesanyjának genetikai anyaga már nem volt elérhető, anamnéziséből 
ismert volt, hogy 50 éves korában mellékvese kiindulású phaeochromocytoma miatt 
operálták, majd néhány évvel később medulláris pajzsmirigyrák miatt teljes thyreoidectomia 
történt. Metasztatikus phaeochromocytomában hunyt el. Rosszindulatú 
phaeochromocytoma előfordulása a MEN2A szindrómában nagyon ritka [67]. A családfát a 
38. ábra mutatja be. A genetikai vizsgálatot direkt szekvenálással végeztük, amelynek 
eredményét a 39. ábrán mutatom be. 
 Az index eset gyermekeinél is genetikai vizsgálatot végeztünk. Három gyermeke közül 
egyik fiánál megtaláltuk a mutációt. A MEN2 szindrómában érvényes irányelvek szerint 
profilaktikus thyreoidectomiát végeztünk [66], és a szövettani vizsgálata során már MTC-re 
gyanús területeket írtak le. Phaeochromocytoma irányában további rendszeres klinikai 
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vizsgálata szükséges. Az index eset testvérénél és annak fiánál is kimutattuk a betegséget 
okozó mutációt. Testvérénél medulláris pajzsmirigyrák miatt teljes thyreoidectomia és 
phaeochromocytoma miatt adrenalectomia történt, míg a testvér fiában a mutáció 
kimutatása miatt profilaktikus thyreoidectomiát végeztettünk. 
 
38. ábra: A TGC609TCC (Cys609Ser) mutációt hordozó család családfája. A fekete 
szimbólumok a betegeket, az üresek az egészségeseket jelzik. Kör: nők, négyzet: férfiak. 
Profil: profilaktikus 
 
39. ábra: A TGC609TCC mutáció kimutatása direkt szekvenálással 
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 Esetünk alapján megállapíthatjuk, hogy a RET protoonkogén 10-es exon 609-es 
mutációi közül a TGC609TCC (Cys609Ser) esetében phaeochromocytoma előfordul, tehát 
az ezt hordozó betegeket phaeochromocytoma irányában is szűrni kell. A korábban vélt 
geno-fenotípus összefüggés eredményeink alapján nem tartható. 
 
5.9.2.2.  Bilaterális phaeochromocytoma és hyperparathyreosis 
előfordulása medulláris pajzsmirigyrák nélkül MEN2A 
szindrómában 
 
A szintén 10-es exonban előforduló TGC611TAC (Cys611Tyr) mutáció esetén egy különös 
fenotípust írtunk le bilaterális phaeochromocytoma és hyperparathyreosis társulásával, 
ugyanakkor a MEN2A legnagyobb penetranciát mutató eltérését, a medulláris 
pajzsmirigyrákot a betegben nem észleltük. 
 A 46 éves nőbeteg extrém fokú vérnyomáskiugrásai hátterében biokémiai és 
képalkotó vizsgálatokkal kétoldali phaeochromocytomát igazoltunk (40. ábra). Növekedett 
szérumkalcium értéke primer hyperparathyeosis gyanúját keltette, amit a parathormon 
meghatározás alátámasztott (szérum parathormon: 165 pg/ml, referenciatartomány: 10-65). 
Pajzsmirigy ultrahang vizsgálat két mellékpajzsmirigy adenomára gyanús képletet írt le, 
azonban a pajzsmirigy állományában daganatra (medulláris pajzsmirigyrák) gyanús 
elváltozást nem találtunk. A beteg kalcitoninszintje csak minimális mértékben volt 
emelkedett (9,9 pg/ml norm. 0-9 pg/ml). Kétoldali adrenalectomiát követően 
vérnyomáskiugrásai megszűntek. 
 A kétoldali phaeochromocytoma és primer hyperparathyreosis társulására tekintettel 
MEN2A szindróma gyanújával genetikai vizsgálatot végeztünk, ami a RET protoonkogén 10-
es exon 611-es kodon TGC611TAC (aminosavszinten Cys→Tyr cserét eredményező) 
mutációját igazolta (41. ábra).  
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40. ábra: A kétoldali phaeochromocytoma képe natív és kontrasztos computer tomográfia 
(CT), valamint metajód-benzilguanidin (MIBG) szcintigráfia során. 
 
 
41. ábra: A TGC611TAC mutáció kimutatása direkt szekvenálással. 
 
 A beteg két gyermekében is kimutattuk a mutációt, de sokgenerációs, népes 
családjának többsége a genetikai vizsgálatba nem egyezett bele. A családfa elemzésekor 
feltűnt, hogy a beteg édesanyja 49 éves korában hirtelen és annak 16 lánytestvére 50 éves 
kora előtt, többen közülük szintén hirtelen hunytak el, ami phaeochromocytomával 
kapcsolatos hirtelen halál lehetőségét vetheti fel (42. ábra). 
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42. ábra: A TGC611TAC mutációt hordozó beteg családfája. Az index esetet nyíl jelöli. 
 
 A betegnek felajánlottuk a profilaktikus thyreoidectomiát ill. ezzel egybekötve a 
primer hyperparathyreosis műtéti megoldását, amibe azonban nem egyezett bele. 
Medulláris pajzsmirigyrákra utaló eltérést a medulláris pajzsmirigyrák tumormarkereinek 
(kalcitonin ill. carcinoembrionális antigén) és a pajzsmirigy ismételt ultrahangos vizsgálatával 
sem találtunk. Szintén nem utalt medulláris pajzsmirigyrákra a kalcitonin stimulációs 
próbaként alkalmazott pentagasztrin teszt sem (0,5 µg/kg pentagasztrin adása után a 
szérumkalcitonin koncentráció a medulláris pajzsmirigyrákra jellemző határérték (100 pg/ml) 
alatt maradt). 
 Esetünk a világon a második olyan eset, ahol a Cys611Tyr mutáció kétoldali 
phaeochromocytomával társul a MEN2A szindrómában legnagyobb penetranciával 
jellemzett medulláris pajzsmirigyrák nélkül. Egy 70 holland éves nőben írtak le Cys611Tyr 
mellett kialakult bilateralis phaeochromocytomát, akiben sem medulláris pajzsmirigyrák, 
sem primer hyperparathyreosis nem volt kimutatható [357]. Esetünk ugyanakkor az első, 
ahol a kétoldali phaeochromocytomához primer hyperparathyreosis is társult. Korábban a 
Cys611Tyr mutációt a medulláris pajzsmirigyrák kialakulása szempontjából közepes 
kockázatú RET mutációként értékelték [66]. Esetünk és a már említett holland eset mellett 
egy olyan Cys611Tyr mutációt hordozó családot is leírtak, ahol a medulláris pajzsmirigyrák 
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megjelent, de nagyon lassú progressziójú volt és nem eredményezett halálos kimenetelt 
[358]. A 10-es exon Cys609Ser mutációja esetén is leírtak hasonló, elsősorban 
phaeochromocytomára és alacsony penetranciájú medulláris pajzsmirigyrákkal társuló 
MEN2A fenotípust *359]. 
Mindezek alapján állíthatjuk, hogy a Cys611Tyr mutáció legalábbis egyes esetekben 
a medulláris pajzsmirigyrák szempontjából az alacsony kockázatú csoportba tartozik. 
Ebben számos tényező szerepet játszhat (pl. etnikai különbségek, egyéb gének eltérései, 
stb.) és jelenleg nem tudjuk megmagyarázni e különbség molekuláris hátterét. Másrészről a 
Cys611Tyr mutációt korábban a phaeochromocytoma szempontjából alacsony kockázatúnak 
minősítették, ugyanakkor a kétoldali phaeochromocytoma előfordulása két független 
esetben ennek felülvizsgálatát is indokolttá teheti *360]. 
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5.10.   In silico genomikai vizsgálatok a multiplex endokrin neoplasia  
szindrómák (MEN1, MEN2) génjeiben előforduló 
szekvenciavariánsok felderítésére 
 
A már korábban ismertetett in silico módszert a MEN1 szindróma kialakulásáért felelős 
MEN1 és a MEN2-ért felelős RET gének szekvenciavariánsainak keresésére is felhasználtuk. 
 A MEN1 gén nem kódoló szakaszán 54, míg a RET gén nem kódoló részén 36 variánst 
találtunk. Ezek mind az 5’ és 3’ nem kódoló régiókban, mind számos intronban előfordulnak, 
azonban ismert szabályozó elemekkel nem sikerült őket kapcsolatba hoznunk.  
A RET protoonkogénben 4 eddig ismeretlen szekvenciavariánst azonosítottunk, 
amelyek közül az Arg77Arg és Pro785Pro aminosavcserével nem járó „csendes” (silent) 
variánsok. A csendes szekvenciavariánsoknak is lehet azonban kórélettani következménye 
amennyiben a genetikai szabályozásban fontos helyeket érintenek. A 77-es kodon mutációját 
már korábban leírták Hirschprung-betegségben szenvedő betegekben (Arg77Cys) [361]. /A 
Hirschprung-betegség eseteinek egy részében szintén a RET gén mutációit mutatták ki./ Öt, 
már korábban közölt csendes variánst is észleltünk (Ala45Ala, Ala432Ala, Gly691Ser, 
Leu769Leu, Ser904Ser) [362]. (12. táblázat) 
 
RET MEN1 
Szekvenciavariáns 
(az érintett kodon 
száma középen) 
aminosavcsere Szekvenciavariáns (az 
érintett kodon száma 
középen) 
aminosavcsere 
CGC77CGA Arg, NV TTC416TTA Phe  Leu 
CCA785CCT Pro, NV CAC433CAT* His, NV 
TCC904CCC Ser  Pro TCA512TCT Ser, NV 
CGC982TGC Arg  Cys CAA584CCA Gln  Pro 
 
12. táblázat: A RET és a MEN1 gének kódoló szakaszain talált eddig nem leírt in silico 
szekvenciavariánsok. NV: nem eredményez aminosavcserét; *későbbi populációgenetikai 
vizsgálatokban igazolták 
 
 A már leírt, aminosavcserével nem járó variánsok közül a Ser836Ser polimorfizmust a 
sporadikus medulláris pajzsmirigyrák kialakulásával is kapcsolatba hozták, mivel a sporadikus 
medulláris pajzsmirigyrákban szenvedőkben szignifikánsan gyakrabban fordult elő, mint a 
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kontroll népességben [362]. Munkacsoportunk vizsgált egy négy generációs, 80 tagot 
számláló családot, ahol a familiáris medulláris pajzsmirigyrákra (FMTC) hajlamosító RET 
protoonkogén exon 14 Val804Leu mutációja mellett a Ser836Ser variáns is előfordult. 23 
családtagot vizsgáltunk, akik közül 12-ben találtuk meg a Val804Leu mutációt, háromban 
mind a Val804Leu mutációt és a Ser836Ser polimorfizmust és hat egyénben csak a Ser836Ser 
polimofrizmust. A Val804Leu mutáció és a Ser836Ser polimorfizmus különböző allélokon 
fordult elő. A Val804Leu mutáció következtében kialakult medulláris pajzsmirigyrák minden 
érintettben időskorban alakult ki, lassú progressziójú volt, és egy esetben sem járt halálos 
kimenetellel. A Ser836Ser polimorfizmus egyidejű jelenléte a betegség progresszióját nem 
befolyásolta [363]. 
Egy szintén 804-es kodont érintő, Val804Met mutációt vizsgáló tanulmányban két 
másik ismert polimorfizmus, a Gly691Ser és a Ser904Ser egyidejű jelenlétét ugyanakkor a 
medulláris pajzsmirigyrákra való hajlammal hozták kapcsolatba *364]. 
 A két in silico azonosított, aminosavcserével járó variáns (Ser904Pro és Arg982Cys) 
igazolásához populációgenetikai ill. kísérletes vizsgálatok lennének szükségesek. Mindkét 
variáns a RET receptor tirozin kináz intracelluláris részén elhelyezkedő aminosavat 
befolyásol, aminek következtében –amennyiben ezen eltérések valósnak bizonyulnak – a RET 
fehérje jelátviteli folyamatait is befolyásolhatják. A Ser904Pro variánst egyébként egy 
Klinikánkon vizsgált phaeochromocytomás betegben is megtaláltuk (Dr. Patócs Attila, 
személyes közlés), de e betegséggel való összefüggésének bizonyításához további vizsgálatok 
szükségesek. 
A MEN1 génben is négy szekvencia variánst találtunk: Phe416Leu és Gln584Pro 
aminosavcserével járó valamint a His433His és Ser512Ser csendes variánsokat. Érdekes, hogy 
a His433His variánst szomatikus variánsként korábban már leírták sporadikus hypophysis 
daganatban, mi azonban csírasejtes variánsként észleltük [365]. E variánst in silico 
vizsgálatunk közlése után, mint tényleges polimorfizmust igazolták 1% körüli 
allélfrekvenciával *366, 367]. Három már ismert szekvenciavariánst (Arg171Gln, Asp418Asp, 
Ala541Thr) [368] is találtunk. Mivel a MEN1 gén termékének, a meninnek térszerkezete és 
struktúra-funkció összefüggései még nem ismertek, e variánsok biológiai jelentőségére még 
nem következtethetünk. 
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6. ÖSSZEFOGLALÁS 
6.1. Vizsgálataim eredményeinek összefoglalása, új megállapítások 
Vizsgálataimban az endokrin daganatok és az immun-neuroendokrin kölcsönhatások 
területén több új megfigyelést tettünk.  
 
Mellékvese-daganatokban az elsők között vizsgáltuk a mikroRNS-ek expressziós 
mintázatát.  
1. Megállapítottuk, hogy az ép mellékvesekéreg, a jóindulatú hormonálisan inaktív és 
kortizoltermelő, valamint a mellékvesekéreg-carcinoma mikroRNS expressziós 
mintázata szignifikáns eltéréseket mutat. 
2. A jó- és rosszindulatú mellékvesekéreg-daganatok elkülönítésére alkalmas mikroRNS 
markereket azonosítottunk, amelyek közül a hsa-miR-503 és hsa-miR-511 expressziós 
különbsége bizonyult leghatékonyabbnak. Mivel a mellékvesekéreg-daganatok 
szövettani vizsgálata és a rosszindulatúság megállapítása nehéz, e mikroRNS marker 
gyakorlati szempontból is hasznos lehet. 
3. Sporadikus benignus, öröklődő benignus (multiplex endokrin neoplasia 2, von Hippel-
Lindau szindróma és neurofibromatosis 1 talaján kialakult) valamint sporadikus 
recidiváló phaeochromocytomák között szignifikáns mikroRNS expressziós 
eltéréseket találtunk. 
4. Igazoltuk, hogy a paraffinos formalin fixált szövetblokkokból izolált RNS alkalmas a 
phaeochromocytomák mikroRNS expressziós mintázatának vizsgálatára. 
5. A hsa-miR-1225-3p vizsgálata a recidivára hajlamos és nem recidiváló 
phaeochromocytomák elkülönítésére alkalmas lehet, ami felveti gyakorlati 
jelentőségét. 
 
A mikroRNS-ek biológiai jelentőségének vizsgálatára bioinformatikai elemzéseket 
végeztünk. 
6. Ugyanazon mintákon végzett párhuzamos mikroRNS és mRNS expressziós vizsgálatok 
végzésével új, szövetspecifikus mikroRNS target predikciós módszert dolgoztunk ki. 
Ennek során a nem expresszálódó mRNS-ek kiszűrésével és az ellentétesen változó 
mikroRNS-ek és mRNS-ek azonosítása révén szűkítettük a szóbajövő mRNS-ek körét. 
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A mellékvesekéreg-carcinomák és adenomák között szignifikánsan eltérő mikroRNS-
ek bioinformatikai elemzésével a sejtciklus G2-M ellenőrzőpontjának károsodását 
mutattuk ki, mint a mikroRNS-ek által befolyásolt, mellékvesekéreg-carcinomában 
fontos patogenetikai eltérést. 
7. A phaeochromocytoma recidivájában fontos hsa-miR-1225-3p bioinformatikai 
elemzésével a Notch-jelátviteli út jelentőségét mutattuk ki. 
 
A mellékvesekéreg-daganatok patogenetikai útjainak vizsgálatára bioinformatikai 
metaanalízist végeztünk, valamint az mRNS expressziós és citogenetikai eltérések 
korrelációja céljából saját vizsgálatot is végeztünk ugyanazon mintákon végzett mRNS 
microarray és komparatív genom hibridizáció végzésével. 
8. A metaanalízis eredményei szerint mellékvesekéreg-carcinomában három fő 
patogenetikai utat azonosítottunk: 1. a sejtciklus G1/S és G2/M ellenőrzőpontjainak 
károsodását, 2. a retinsav jelátvitel eltéréseit és 3. az immun-komplement rendszer 
eltéréseit. A G2/M ellenőrzőpont károsodásában a mikroRNS-ek szerepét is 
kimutattuk. 
9. A topoizomeráz 2A éz exportin kifejeződésének fokozódása a mellékvesekéreg-
carcinoma citosztatikus kezeléssel szembeni rezisztenciájának magyarázatában 
szóbajövő új molekuláris mechanizmus. 
10. Hálózatelemzés során a c-myc protoonkogén csökkent kifejeződését, mint a 
mellékvesekéreg-carcinoma patogenezisének központi elemét azonosítottuk. 
 
A gyulladásos mediátor hisztamin jelentőségét elsőként vizsgáltuk mellékvesekéreg-
daganatokban. 
11. A hisztamin bioszintézisért felelős hisztidin dekarboxiláz kifejeződése és a hisztamin 
koncentrációja is kisebb mértékű volt a mellékvesekéreg-daganatokban, mint az ép 
szövetben, legalacsonyabbnak a carcinoma szövetekben találtuk. 
12. A hisztamin receptorai között szignifikáns eltéréseket találtunk, a H3 receptor 
kifejeződése a rosszindulatú daganatokra volt jellemző, ami akár a rosszindulatúság 
markereként történő felhasználását is felvetheti. 
13. Az ép mellékvesekéregben a hisztamin fő forrását maguk a mellékvesekéreg sejtjei 
képezik és a hisztamin hatásához és lebontásához szükséges fehérjék mind jelen 
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vannak, ami felveti a hisztamin jelentőségét a mellékvesekéreg élettani 
folyamataiban. 
 
Hypothalamikus GnRH-neuronok és a citokinrendszer kapcsolatának vizsgálata az immun-
neuroendokrin kölcsönhatások keretében. 
14. A hypothalamikus GnRH-neuronokon több citokin receptorát mutattuk ki mRNS 
szinten (interleukin-6, oncostatin M, interleukin-1).  
15. Az oncostatin M aktiválta a sejtek korai gén expresszióját, a mitogén aktiválta protein 
kináz jelátviteli utat, és gátolta az N-metil-D-aszpartát indukálta GnRH elválasztást, 
így szerepet játszhat a hypothalamikus GnRH-neuronok működésének 
szabályozásában. 
 
In silico genomikai vizsgálatok során a hisztaminnal kapcsolatos gének, a szteroidhormon 
bioszintézis és metabolizmus enzimeinek génjei, a glükokortikoidreceptor, valamint a 
multiplex endokrin neoplasia 1-es és 2-es típusának génjeit vizsgáltuk. Mivel ezek in silico 
variánsok, igazolásukhoz populációgenetikai és kísérletes vizsgálatok szükségesek. 
16. A hisztamin bioszintetikus enzim, receptorai és lebomlásában szereplő fehérjék 
génjeiben több, már ismert, valamint új variánst azonosítottunk. 
17. A szteroidhormon bioszintézisben és metabolizmusban szereplő enzimek génjeinek 
vizsgálatával több ismert és új variánst találtunk. 
18.  Mind a hisztaminnal, mind a szteroidhormon bioszintézissel kapcsolatos gének in 
silico módszerünkkel azonosított variánsai közül néhányat későbbi populációgenetikai 
vizsgálatokkal igazoltak, ami módszerünk alkalmazhatóságát jelzi. 
19. A glükokortikoidreceptor génjében is több variánst találtunk. Mivel a 
glükokortikoidreceptor ligandkötő régiójában háromdimenziós térszerkezete ismert, 
itt lehetőségünk nyílt egyes in silico variánsok potenciális molekuláris hatásainak 
vizsgálatára is.  
20. A MEN1 és MEN2 szindrómáért felelős génekben több ismert és potenciálisan új 
variánst azonosítottunk. 
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Klinikai genetikai vizsgálatok a multiplex endokrin neoplasia szindróma 2-es (MEN2) 
típusában 
21. Hazánkban az elsők között végeztünk genetikai vizsgálatot a MEN2A szindróma 
igazolására. 
22. Két új klinikai fenotípust azonosítottunk: 
22A: Elsőként írtuk le phaeochromocytoma előfordulását a RET protoonkogén 10-es 
exon 609-es kodon mutációja (Cys609Ser) esetén. 
22B: A RET protoonkogén 10-es exon 611-es kodon Cys611Tyr mutációja esetén 
kétoldali phaeochromocytoma és primer hyperparathyreosis társulását írtuk le 
medulláris pajzsmirigyrák megjelenése nélkül. 
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6.2. Eredményeim potenciális klinikai-gyakorlati hasznosítási lehetőségei 
Diagnosztikai jelentőség: 
1.  A mellékvesekéreg-daganatok rosszindulatúságát jelző mikroRNS biomarkerek (hsa-
miR-503, hsa-miR-511) a szövettani vizsgálat hasznos kiegészítői lehetnek a 
mellékvesekéreg-carcinoma diagnózisában. 
2. A paraffinos szövetblokkokból izolált RNS minták alkalmasak a mikroRNS mintázat 
meghatározására phaeochromocytomák esetében. 
3. A recidiváló phaeochromocytomákra jellemző hsa-miR-1225-3p fokozott 
kifejeződésének kimutatása a betegek szorosabb követését teheti indokolttá. 
4. A mellékvesekéreg-carcinoma fokozott hisztamin HRH3 receptor kifejeződése a 
rosszindulatúság markere lehet. 
5. A RET protoonkogén 10-es exon 609-es kodon mutációi esetén is szükséges az 
érintettek phaeochromocytoma irányú szűrése. 
6. A RET protoonkogén egyes mutációi esetén a medulláris pajzsmirigyrák penetranciája 
csökkent. 
 
Kezelési jelentőség: 
7. Az onkogén, ill. tumorszuppresszor hatású mikroRNS-ek esetleg terápiás célpontként 
jöhetnek szóba a jövőben a mellékvesekéreg-carcinoma kezelésében. 
8. A mellékvesekéreg-daganatok funkcionális genomikai metaanalízise során azonosított 
útvonalak közül a retinsav jelátvitel befolyásolása a mellékvesekéreg-carcinoma 
kezelésében új gyógyszeres beavatkozási lehetőségét jelezheti. 
9. A phaeochromocytoma recidiva patomechanizmusában felvetődő Notch-jelátviteli út 
befolyásolása a phaeochromocytomák ez irányú gyógyszeres kezelési lehetőségét 
vetheti fel. 
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